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La polyarthrite rhumatoïde est une maladie auto-immune caractérisée par une 
inflammation chronique qui entraîne la destruction progressive des articulations et des os. 
Les dommages articulaires observés dans cette pathologie sont causés principalement par 
les ostéoclastes, des cellules spécialisées dans la résorption de la matrice osseuse. Ce 
processus de résorption dépend de la capacité à générer des ostéoclastes, de leur activité 
individuelle et de leur survie. De plus, certaines cytokines inflammatoires peuvent avoir un 
effet sur la différenciation et l’activité des ostéoclastes. Parmi celles-ci, on retrouve 
notamment le TNF-a, un médiateur pathologique majeur dans la polyarthrite rhumatoïde. 
En effet, celui-ci peut agir de façon directe sur la résorption osseuse en stimulant 
l’ostéoclastogénèse, ou de façon indirecte en augmentant l’expression du RANKL par les 
ostéoblastes. Subséquemment à ces découvertes, plusieurs agents anti-TNF-a ont été 
développés pour traiter la polyarthrite rhumatoïde. Ces agents s’avèrent être très efficaces 
pour réduire les dommages articulaires chez les patients atteints de la maladie. Cependant, 
leurs mécanismes exacts ainsi que leurs effets sur la biologie des ostéoclastes humains sont 
encore mal définis. Ainsi, l’objectif principal de cette étude est d’étudier l’effet d’une 
thérapie anti-TNF-a sur le nombre de précurseurs ostéoclastiques dans le sang périphérique 
de patients atteints de la polyarthrite rhumatoïde, sur le nombre d’ostéoclastes générés in 
vitro ainsi que leur activité avant et pendant le traitement avec l’adaiimumab, un agent anti- 
TNF-a. Pour ce faire, 25 patients atteints de cette maladie et ayant reçu une prescription 
d’adalimumab ont été recrutés pour participer à trois visites consécutives, soit les visites 
d’inclusion (avant traitement) ainsi que les visites 3 mois et 6  mois après le début du 
traitement. Pour chaque visite, le nombre de précurseurs ostéoclastiques, le nombre 
d’ostéoclastes et la résorption osseuse générés in vitro ont été évalués. Les mêmes 
paramètres ont également été vérifiés pour les cellules incubées en présence d’adalimumab 
exogène. L’activité de la maladie et le statut fonctionnel du patient, mesurés respectivement 
avec le Disease Activity Score 28 et le Health Assessment Questionnaire ont été évalués à 
chaque visite de la présente étude. La collecte de ces données a permis de conclure que le 
traitement avec l’adalimumab pendant 6  mois n’a pas d’impact statistiquement significatif 
sur le nombre de précurseurs ostéoclastiques, l’ostéoclastogénèse et la résorption osseuse in 
vitro, même si nous pouvons observer une tendance vers une diminution pour les deux 
derniers paramètres. En ce qui concerne les résultats cliniques, l’adalimumab a un effet 
statistiquement significatif sur le score DAS28 et le questionnaire HAQ, tous deux ayant 
diminué 6  mois après l’initiation du traitement.
Mots clés : ostéoclaste, polyarthrite rhumatoïde, TNF-a, adaiimumab
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1INTRODUCTION
1. L’os
Les os forment notre squelette et nous permettent de nous déplacer et de manipuler 
notre environnement. Le corps humain contient 206 différents os, tous ayant une forme et 
une grosseur qui répondent à un besoin particulier de l’organisme (Marieb 2005). Les os 
possèdent plusieurs fonctions vitales pour l’être humain; ils fournissent un soutien et un site 
d’attachement pour les muscles afin de permettre le mouvement du corps, protègent les 
organes vitaux, fournissent un environnement adéquat pour l’hématopoïèse, servent de 
réservoir pour divers facteurs de croissance et cytokines, en plus de participer au maintien 
de l’homéostasie minérale (Taichman 2005). En effet, les os sont des réservoirs de 
minéraux qui contiennent environ 85% du phosphate et 99% du calcium présents dans le 
corps humain (Guay 2005). Ils contiennent également une petite quantité d’ions carbonates, 
sodium, potassium, magnésium, fluorures et chlorures (Lane, Dequeker and Mundy 2008). 
L’os est un organe dynamique formé principalement des tissus osseux et cartilagineux, 
mais également de tissu nerveux, de tissu conjonctif, de vaisseaux sanguins et 
lymphatiques. D’une part, le tissu osseux est composé d’éléments organiques (30%) et 
inorganiques (70%) (Post, Cremers et al. 2010). La matrice organique, ou matrice 
extracellulaire, est composée principalement de collagène de type I, essentiel à la structure 
osseuse, mais également de protéoglycans et de protéines non collagéniques telles que 
l’ostéocalcine, l’ostéonectine la thrombospondine ainsi que l’ostéopontine (Compston 
2001). Elle contient également les cellules osseuses (ostéoclastes, ostéoblastes et 
ostéocytes) ainsi que certains facteurs de croissance et cytokines (Post, Cremers et al. 
2010). La matrice inorganique, ou matrice minérale, est quant à elle composée 
principalement d’hydroxyapatites, soit des sels de phosphate de calcium, et est responsable 
de la résistance mécanique du tissu osseux, en plus de servir de réservoir pour certains 
minéraux (Robey and Boskey 2008). D’autre part, le tissu cartilagineux est composé
2principalement d’eau ce qui lui permet d’être un support élastique pour les os et est 
dépourvu de nerfs et de vaisseaux sanguins (Marieb 2005).
1.1 L es  TYPES D’OS
Morphologiquement, il existe deux grands types d’os; l’os compact qui forme la 
couche externe et l’os spongieux que l’on retrouve à l’intérieur. Ils diffèrent tant au niveau 
structurel que métabolique. En effet, l’os compact se charge des fonctions mécaniques et 
protège l’os spongieux qui se charge plutôt des fonctions métaboliques tout en participant 
aussi à la résistance mécanique (Feng and McDonald 2011). L’os compact, ou os cortical, 
constitue 80% de la masse totale osseuse chez l’humain. Il est formé de plusieurs lamelles 
constituées de fibres de collagène parallèles qui sont arrangées de façon concentrique 
autour d’un canal vasculaire. Ces unités structurales sont nommées ostéons, ou système de 
Harvers, et permettent aux os d’avoir un excellent support mécanique (Shea and Miller
2005). L’os spongieux, ou os trabéculaire, est formé de plusieurs trabécules interconnectées 
avec des espaces occupés par la moelle osseuse, lui donnant une apparence de nid d’abeille, 
et confère à l’os une résistance considérable aux contraintes qu’il subit (Datta, Ng et al. 
2008).
1.2 La s t r u c t u r e  m a c r o s c o p iq u e  d e  l ’o s
Les os sont formés de deux parties distinctes, soit la diaphyse et les épiphyses. La 
diaphyse constitue l’axe longitudinal de l ’os. C’est un cylindre d’os compact et, à 
l’intérieur, on y trouve la moelle jaune qui contient les précurseurs des cellules 
hématopoïétiques telles que les monocytes, lymphocytes ou macrophages. Les épiphyses
3forment les extrémités de l’os et sont plus épaisses que la diaphyse. Elles sont formées 
d’une fine couche d’os compact qui recouvre l’os spongieux (Marieb 2005). Les surfaces 
internes de l’os sont tapissées d’une couche de tissu conjonctif, nommée endoste, et qui 
tapisse à la fois les travées de l’os spongieux et les canaux qui traversent l’os compact. De 
plus, la surface complète de l’os cortical est recouverte d’une membrane que l’on nomme 
périoste. Elle est composée de deux couches, soit une couche fibreuse externe et une 
couche interne possédant un potentiel ostéogénique. Par ailleurs, le périoste et l’endoste 
contiennent tous deux des ostéoblastes, des ostéoclastes ainsi que leurs progéniteurs (Datta, 
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Figure 1 : Structure d’un os long.
À gauche : Vue antérieure avec coupe frontale montrant l’intérieur de l’extrémité 
proximale. À droite : Vue tridimensionnelle grossie de l’os spongieux et de l’os compact de 
l’épiphyse et coupe transversale grossie du corps (diaphyse) de l’os. Image adaptée de 
Marieb, E. N. (2005). "Anatomie et physiologie humaines. Le tissu osseux et les os." 3e 
édition éd. ERPI: 182-203.
41.3 L ’OSTÉOGÉNÈSE
L’ostéogénèse, ou ossification, permet d’une part de former le squelette osseux chez 
l’embryon, mais permet également aux os de croître jusqu’à l’âge adulte. D ’autre part, elle 
.permet le remaniement osseux et la consolidation des os tout au long de la vie d ’un 
individu. Ce processus comporte deux voies distinctes, soit la voie directe (ossification 
intramembranaire) et la voie indirecte (ossification endochondrale), toutes les deux 
nécessitant une base solide et un système vasculaire bien développé afin de permettre le 
développement de la matrice extracellulaire (Marks and Odgren 2002). L’ossification 
intramembranaire est un processus dans lequel les cellules mésenchymateuses se 
transforment directement en ostéoblastes pour former la matrice osseuse. Elle se déroule 
principalement pendant le développement du crâne, mais aussi lors de la morphogénèse du 
maxillaire et de la mandibule (Sommerfeldt and Rubin 2001). La plupart des autres os du 
squelette humain sont formés par le processus d’ossification endochondrale: ces os sont 
formés à partir du cartilage hyalin qui doit être calcifié et qui sera par la suite résorbé par 
les ostéoclastes afin de faire place à l’os nouvellement formé par les ostéoblastes (Lane, 
Dequeker and Mundy 2008). Les os formés selon ces deux processus pourront par la suite 
subir un remodelage osseux contrôlé par les cellules osseuses spécialisées.
1.4 L e  r e m o d e l a g e  o ss e u x
Le remodelage osseux est le processus par lequel les vieux os sont résorbés et 
remplacés par de nouveaux pour prévenir l’accumulation de dommages. Les os sont 
constamment renouvelés tout au long de la vie d ’un individu. En fait, 2 à 3% des os 
corticaux de l’être humain sont remplacés par année. En ce qui concerne les os de type 
trabéculaire, le remodelage osseux est plus important puisqu’ils occupent une plus grande 
surface et permettent de maintenir l’homéostasie minérale (Hadjidakis and Androulakis
52006). Ce processus est d’une importance capitale puisqu’il permet aux os de conserver 
leur intégrité mécanique, de réparer les fractures et les micro fractures ainsi que de 
maintenir l ’homéostasie du calcium et du phosphate dans l’organisme (Compston 2001). 
Ainsi, le remodelage osseux permet au squelette de s’adapter aux changements de forces 
biomécaniques et de répondre aux changements nutritionnels et métaboliques de 
l’organisme (Sommerfeldt and Rubin 2001). La formation de nouveaux os requiert la 
coopération de plusieurs facteurs tels que des types de cellules spécifiques (ostéoblastes et 
ostéoclastes), différentes molécules solubles (cytokines, hormones, ions) ainsi que divers 
stimuli mécaniques (Deschaseaux, Sensebe et al. 2009). De plus, le remodelage osseux se 
fait selon les modes ciblé ou stochastique. Le remodelage ciblé se déroule à des endroits 
spécifiques et est réalisé principalement suite à des micro dommages osseux ou selon le 
besoin de réorientation des forces mécaniques pour ainsi maintenir la capacité portante du 
squelette. Le remodelage stochastique, quant à lui, se produit à des endroits aléatoires et est 
impliqué dans le maintien de l’intégrité osseuse (Henriksen, Bollerslev et al. 2011).
Le remodelage osseux est un cycle composé de cinq phases distinctes; la 
quiescence, l’activation, la résorption, l’inversion et la formation (Figure 2). L’étape de la 
quiescence est celle pendant laquelle l’os est au repos, c’est-à-dire qu’aucun des processus 
de formation ou de résorption n’est actif. L ’étape de l’activation débute par le recrutement 
et l’activation des précurseurs ostéoclastiques mononucléaires dans la circulation sanguine. 
Ces cellules peuvent ensuite fusionner pour former des ostéoclastes matures qui adhéreront 
à la matrice osseuse en formant une poche étanche. Ensuite, lors de la phase de résorption, 
les ostéoclastes sécréteront des ions If1’ et Cl' pour acidifier le milieu à l’intérieur de la 
poche étanche afin de permettre la dissolution de la phase minérale. Par la suite, ils 
sécréteront diverses protéases qui dégraderont à leur tour la matrice osseuse formant ainsi 
des lacunes de résorption à la surface de l’os. Les ostéoclastes se détacheront alors de la 
matrice osseuse et soit migreront à la proximité pour creuser un autre puits de résorption, 
soit entreront en apoptose à la suite de cette étape. La phase d’inversion permet de 
remplacer l’os résorbé par l’os nouvellement formé. Les précurseurs des ostéoblastes seront 
recrutés et activés afin de se différencier en ostéoblastes matures. Finalement, lors de la
6phase de formation osseuse, les ostéoblastes synthétisent une nouvelle matrice osseuse dans 
les lacunes de résorption qui pourra être ensuite minéralisée afin de la solidifier. Une fois 
cette étape effectuée, 50 à 70% des ostéoblastes entreront en apoptose, alors que les autres 
deviendront des ostéocytes enfermés dans la matrice osseuse ou des cellules tapissant la 
surface de l’os (Clarke 2008).
L’équilibre entre la résorption et la formation est régulée finement par plusieurs 
facteurs tels que les cellules osseuses, les hormones, les cytokines, les facteurs de 
croissance ainsi que les contraintes mécaniques apposées sur l’os. Cet équilibre est 
normalement bien conservé, mais une perturbation peut survenir, ce qui entrainera le 
développement d’une maladie osseuse. Par exemple, une résorption excessive par les 
ostéoclastes peut causer le développement de l’ostéoporose ou la maladie osseuse de Paget 
(Negishi-Koga and Takayanagi 2009).
Résorption
Resting Phase Reversai Phase
Formation
Figure 2 : Cycle du remodelage osseux.
Le cycle du remodelage osseux est composé de cinq phases distinctes : la phase de 
quiescence, d’activation, de résorption osseuse, d’inversion et de formation osseuse. Image 
tirée de Roland Baron, DDS, PhD. Chapitre 1 : Anatomy and ultrastructure o f bone — 
histogenesis, growth and remodeling. Mise à jour le 13 mai 2008. .
2. LES CELLULES OSSEUSES
Les cellules osseuses se divisent en deux lignées distinctes; les cellules qui forment 
la matrice osseuse (ostéoblastes, ostéocytes et cellules bordantes), ainsi que les cellules qui 
résorbent l’os (ostéoclastes). Ces cellules osseuses, en plus de leurs précurseurs respectifs, 
s’organiseront en unités spéciales que l’on nomme « bone multinuclear units » (BMU) afin 










Figure 3 : Organisation des cellules osseuses lors du remodelage osseux.
Lors du remodelage osseux, les cellules osseuses s’organisent en unités spéciales, que l’on 
nomme « bone multinuclear units » (BMU). Sous l’influence de divers facteurs, les 
ostéoclastes, les ostéoblastes et les ostéocytes coopèrent afin de réparer la matrice osseuse 
endommagée. Figure tirée du site internet
http://www.osteoporosistx.com/continuing education/content pf.cfin?id-8 .
2.1 L es O s t é o b l a s t e s
Les ostéoblastes sont les cellules responsables de la synthèse des composants de la 
matrice osseuse. Ils proviennent des cellules souches mésenchymateuses qui ont également 
la capacité de se différencier en adipocytes, chondrocytes, myoblastes ou en fibroblastes 
(Bianco, Riminucci et al. 2001). Les ostéoblastes produisent des protéines de la matrice 
osseuse incluant le collagène de type I et est également responsable de la minéralisation de 
cette matrice (Katagiri and Takahashi 2002). En plus de la formation osseuse, ils sont 
impliqués dans la différentiation et la fonction des ostéoclastes via la production de 
différents facteurs de différentiation essentiels tels que le receptor activator fo r  nuclear 
factor kB ligand (RANKL) et l’ostéoprotégérine (OPG) (Walsh and Gravallese 2010). Ils 
produisent également certaines cytokines telles que le tumor necrosis factor alpha (TNF-a),
9I’IL-1, le macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) et FIL-11, toutes impliquées 
dans la régulation de la différenciation, de la survie, de la fusion et de l’activation des 
ostéoclastes (Suda, Takahashi et al. 1999). Les précurseurs ostéoblastiques, lorsque 
stimulés adéquatement par les facteurs externes, prolifèrent et se différencient en 
préostéoblastes, puis en ostéoblastes matures. Les facteurs de transcription Cbfal, Runx2 et 
Osterix sont les premiers essentiels à la différenciation des cellules souches 
mésenchymateuses en ostéoblastes matures (Neve, Corrado et al. 2011). Entre autres, ces 
facteurs de transcription modulent la voie de signalisation canonique Wnt qui est cruciale 
dans le processus de différenciation des ostéoblastes (Eriksen 2010). Également, plusieurs 
autres facteurs sont requis pour que la différenciation se déroule normalement. En effet, les 
« fibroblastic growth factors » (FGFs), le TGF-P, les « bone morphogenetic factors » 
(BMPs), certains glucocorticoïdes et la 1,25-dihydroxyvitamine D sont produits par les 
ostéoblastes et contribuent à réguler leur activité de manière autocrine et paracrine 
(Compston 2001).
La formation osseuse se déroule en trois phases successives; la production et la 
maturation de la matrice ostéoïde, suivies par la maturation de la matrice osseuse. D’abord, 
les ostéoblastes produisent l’ostéoïde en déposant rapidement du collagène. Cette étape est 
suivie par l’augmentation de la vitesse de minéralisation afin d’égaler celle de la synthèse 
de collagène. Finalement, la production de collagène diminuera considérablement et l’étape 
de minéralisation se poursuivra jusqu’à ce que la matrice ostéoïde soit complètement 
calcifiée (Hadjidakis and Androulakis 2006). Après avoir terminé leur activité, environ 50 à 
70% des ostéoblastes entreront en apoptose alors que les autres deviendront des ostéocytes 
ou des cellules bordant la surface osseuse (Franz-Odendaal, Hall et al. 2006). La durée de 
vie des ostéoblastes chez l’humain est environ 8  semaines pendant lesquelles ils 
synthétisent 0,5 à 1,5 pm d’ostéoïde par jour. De plus, les ostéoblastes n’agissent jamais 
seuls. En effet, ils sont toujours accumulés en groupe de plusieurs cellules de forme 
cubique à la surface osseuse qu’ils synthétisent (Sommerfeldt and Rubin 2001). Afin de 
combler ses activités de synthèse abondante, les ostéoblastes matures ont un appareil de 
Golgi élargi, un vaste réticulum endoplasmique ainsi que des régions de la membrane
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plasmique spécialisées dans le transport et la sécrétion de vésicules qui facilitent la 
déposition de la matrice osseuse (Anderson 2003). Finalement, les ostéoblastes matures 
expriment la phosphatase alcaline, le collagène de type I, la sialoprotéine osseuse, 
l’ostéopontine et l’ostéocalcine. Ainsi, la présence de ces marqueurs permet d’étudier plus 
facilement la différenciation et l’activité de ces cellules osseuses (Krause, de Gorter et al.
2008).
2.2  L es O s t é o c y t e s
Les ostéocytes sont des cellules en forme d ’araignées dérivées des ostéoblastes et 
trappées dans la matrice osseuse minéralisée. Ce sont les cellules osseuses les plus 
abondantes (90 à 95%) et celles qui possèdent la durée de vie la plus longue. En effet, les 
ostéocytes peuvent vivre pendant des décennies alors que les ostéoblastes sont viables 
quelques semaines et les ostéoclastes quelques jours (Bonewald 2007). Ils se différencient 
des autres types de cellules osseuses par leur capacité à former un réseau cellulaire dans le 
microenvironnement osseux en communiquant entre eux par des extensions 
protoplasmiques qui possèdent en leur extrémité des jonctions qui permettent la 
communication intercellulaire. Par le même processus, les ostéocytes peuvent également 
communiquer avec les cellules à la surface osseuse, telles que les ostéoblastes et les cellules 
bordantes, leur conférant ainsi un rôle dans la régulation du remodelage osseux (Teti and 
Zallone 2009). En effet, considérant le fait que ce sont les cellules osseuses principales et 
que seul un petit nombre d’ostéoblastes et d ’ostéoclastes sont présents dans un 
environnement osseux ayant un faible taux de remodelage, les ostéocytes pourraient 
orchestrer le recrutement spatial et temporel des cellules qui résorbent et forment la matrice 
osseuse (Burger and Klein-Nulend 1999). Ces cellules ont également plusieurs autres 
fonctions. Par exemple, elles détectent les contraintes mécaniques apposées sur l’os et les 
traduisent en signaux biochimiques pour les cellules à la surface osseuse, servent de 
support pour la structure osseuse et régulent les échanges de minéraux dans les fluides
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osseux via les lacunes et les réseaux canaliculaires (Clarke 2008). D’ailleurs, elles jouent 
un rôle de premier plan dans le maintien de l’homéostasie du phosphate au niveau 
systémique via la sécrétion de l’hormone FGF23 connue pour son implication dans ce 
processus (Feng, Ye et al. 2009). En effet, le FGF23 est principalement exprimé par les 
ostéocytes et agit comme régulateur de la réabsorption rénale du phosphate, molécule d’une 
grande importance pour la minéralisation de la matrice osseuse extracellulaire (Liu, Gupta 
and Quarles 2007). De plus, plusieurs études suggèrent que les ostéocytes ont la capacité 
d’enlever et de remplacer la matrice osseuse environnante, leur conférant ainsi un rôle dans 
la mobilisation des ions minéraux via un remodelage osseux local (Qing and Bonewald
2009). Contrairement aux ostéoblastes, les ostéocytes n ’expriment pas la phosphatase 
alcaline, mais produisent de grandes quantités d’ostéocalcine, de DMP1 et de sclérostine, 
qui servent de marqueurs pour identifier ces cellules. Finalement, même si ces cellules 
peuvent résider dans la matrice osseuse pendant des décennies, il est possible d’observer, 
chez les os âgés, une absence d’ostéocytes dans la matrice, indiquant que ces derniers sont 
entrés en apoptose suite à la destruction de leur système de communication intercellulaire 
(Lian, Gravallese and Stein 2011).
2.3  L es O s t é o c l a s t e s
Les ostéoclastes sont les seules cellules capables de dégrader la matrice osseuse, ce 
qui leur confère un rôle de premier plan dans le remodelage osseux. En effet, ils permettent 
le façonnement de l’architecture osseuse en début de vie, remodèlent le squelette durant la 
vie d’adulte et sont finalement responsables des pertes osseuses que l’on observe chez les 
personnes âgées, ou chez les gens atteints d’une pathologie osseuse (Schett 2007). Les 
ostéoclastes sont d’origine hématopoïétique. En effet, ils dérivent des cellules souches 
pluripotentes qui donnent naissance à une cellule souche myéloïde qui, sous l’influence de 
divers facteurs, peut se différencier en mégacaryocytes, granulocytes, 
monocytes/macrophages et ostéoclastes (Yavropoulou and Yovos 2008) (Figure 4). Ces
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précurseurs hématopoïétiques se retrouvent principalement dans la moelle osseuse, la rate 
et le foie, mais également dans plusieurs autres tissus ainsi que dans la circulation (Quinn 
and Saleh 2009). Les ostéoclastes sont des cellules multinucléées et possèdent plusieurs 
mitochondries pléomorphes, un nombre élevé de vacuoles ainsi qu’un vaste appareil de 
Golgi (Loveridge 1999).
La différenciation des pré-monocytes en précurseurs ostéoclastiques se déroule dans 
la moelle osseuse en présence de trois facteurs essentiels, soit le M-CSF, le RANKL et son 
récepteur leurre, l’OPG. Le M-CSF et le RANKL existent à la fois sous la forme 
membranaire et soluble (Baron 2001). Le M-CSF est sécrété par les ostéoblastes ainsi que 
les cellules stromales de la moelle et est responsable de la prolifération et de la survie des 
précurseurs ostéoclastiques. Le RANKL est sécrété par les ostéoblastes, les lymphocytes T 
ainsi que les cellules stromales et mène à l’expression de plusieurs gènes essentiels à la 
différenciation des précurseurs en ostéoclastes matures (Broadhead, Clark et al. 2011). 
L’OPG, quant à elle, est principalement produite par les ostéoblastes ainsi que par les 
lymphocytes B et lie le RANKL, agissant ainsi de façon compétitive en empêchant ce 
dernier de lier son récepteur. De cette façon, l’OPG inhibe la différenciation, la survie et la 
fusion des précurseurs ostéoclastiques en plus d’induire l’apoptose et d’inhiber l’activité 
des ostéoclastes. Ainsi, le ratio RANKL/OPG dans le microenvironnement osseux est un 
facteur majeur lors de la différenciation des ostéoclastes (Blair and Athanasou 2004). La 
découverte de ces trois facteurs a permis de simplifier considérablement le modèle de 
culture cellulaire pour la différenciation des ostéoclastes in vitro. En effet, étant donné que 
ces facteurs sont libérés majoritairement par les ostéoblastes, des co-cultures 
ostéoclastes/ostéoblastes étaient auparavant nécessaires. À la lumière de ces connaissances, 
il est désormais possible de faire différencier les précurseurs ostéoclastiques en ostéoclastes 
matures in vitro en ajoutant directement du M-CSF et du RANKL au milieu de culture 
(Hirayama, Danks et al. 2002). Cependant, ces méthodes requièrent une attention 
particulière pour identifier précisément les ostéoclastes. Ceux-ci, lorsque matures, 
expriment le récepteur à la vitronectine, le récepteur à la calcitonine et produisent la 
phosphatase acide résistante au tartrate (TRAP) (Massey and Flanagan 1999). Cette
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dernière caractéristique est d’ailleurs couramment utilisée comme marqueur spécifique 
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Figure 4 : Schéma de différenciation des cellules souches pluripotentes en ostéoclastes.
Les cellules souches pluripotentes donnent naissance à une cellule souche myéloïde qui, 
sous l’influence de divers facteurs, pourra se différencier en mégacaryocytes, granulocytes, 
monocytes/macrophages ou en ostéoclastes. Image tirée de Yavropoulou, M. P. and J. G. 
Yovos (2008). "Osteoclastogenesis—current knowledge and future perspectives." J 
Musculoskelet Neuronal Internet 8(3): 204-16.
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2.3.1 La  f o r m a t io n  des  o s t é o c l a s t e s
L’ostéoclastogénèse est un processus complexe qui requière la coopération de 
plusieurs types cellulaires sous l’influence de divers stimuli extracellulaires. Tel que 
mentionné précédemment, les ostéoclastes proviennent des cellules souches 
hématopoïétiques que l’on retrouve dans la moelle osseuse. Le premier précurseur 
hématopoïétique identifiable ayant la capacité de former les ostéoclastes est le GM-CFU et 
exprime la protéine de surface CD34 (Way, Dinh et al. 2009). À ce stade, PU.l est le 
principal facteur de transcription responsable de la différenciation des précurseurs 
hématopoïétiques de la lignée myéloïde en précurseurs ostéoclastiques (Edwards and 
Mundy 2011). D’ailleurs, c’est ce facteur de transcription qui permet aux précurseurs 
d’exprimer le récepteur c-fms auquel se liera le M-CSF, permettant leur prolifération et leur 
survie (Negishi-Koga and Takayanagi 2009). De plus, la présence du M-CSF incitera ces 
précurseurs à exprimer plusieurs marqueurs de surface, dont la protéine CD14. D’ailleurs, il 
a été démontré que les ostéoclastes dérivent principalement des cellules monocytaires 
positives pour cette protéine de surface (Massey and Flanagan 1999). Par la suite, les 
cellules CD14+ pourront entrer dans la circulation sanguine et être recrutées à la surface 
osseuse au moment opportun. Une fois à la surface de l’os, les précurseurs nécessiteront la 
présence des cellules stromales, en l’occurrence les ostéoblastes, pour finaliser leur 
différenciation en ostéoclastes matures étant donné qu’elles sont la principale source de M- 
CSF et de RANKL, deux molécules essentielles au bon déroulement de l’ostéoclastogénèse 
(Suda, Takahashi et al. 1999). La liaison du RANKL à son récepteur, le receptor activator 
o/N F -kB (RANK), sur la surface des précurseurs ostéoclastiques mènera à l’activation des 
facteurs de transcription NF-kB et NFATcl qui pourront activer la transcription de certains 
gènes cruciaux pour la différenciation et l’activité des ostéoclastes, tels que ceux de la 
TRAP, du récepteur à la calcitonine, de la cathepsine K, de l’intégrine 03 et du 
OsteoClasts-Associated Receptor (OSCAR) (Galson and Roodman 2011) (Figure 5). 
D’ailleurs, il est maintenant bien établi que le récepteur OSCAR coopère avec le RANKL 
pour activer le facteur de transcription NFATcl. En effet, la liaison du ligand spécifique à
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OSCAR active la voie de signalisation du calcium, menant à l'activation de NFATcl 
(Takayanagi 2005). Finalement, ces précurseurs mononucléés doivent fusionner pour 
devenir des ostéoclastes matures capables de résorber la matrice osseuse. Ainsi, la cascade 
de signalisation induite par la liaison du RANKL au récepteur RANK à la surface des 
précurseurs permettra également d’activer des gènes qui induiront la production de 
chemokines. Celles-ci pourront alors envoyer un signal chimiotactique afin d ’attirer les 
monocytes à la surface de l’os et les inciter à fusionner pour former l’ostéoclaste 
multinucléé capable d’initier le remodelage osseux (Yavropoulou and Yovos 2008).
Il est important de noter qu’en plus du M-CSF, du RANKL et de l’OPG, une grande 
variété d’hormones et de cytokines produites localement dans le microenvironnement de 
l’os pourra être libérée par divers types cellulaires et réguler la différenciation et l’activité 
des ostéoclastes. D’une part, on retrouve notamment l’IL-1, l’IL-6 , le TNF-a, la 1,25- 
dihydroxy-vitamine D3 et l’hormone parathyroïdienne (PTH) qui stimulent la 
différenciation des ostéoclastes soit en augmentant la synthèse du RANKL, soit en 
favorisant l’interaction des ostéoclastes avec les cellules stromales (Perez-Sayans, Somoza- 
Martin et al. 2009). D’autre part, l’IL-4, l’IL-10, l’IL-13, l’INF-y ainsi que le GM-CSF 
pourront être libérés par les cellules T et auront plutôt un effet inhibiteur sur la 










fnîtlal Différentiati  In Dons «Æairow 
c-Fos
CD 14* Mortonucleaf Celts
2-5% becotne Osteoclast 
Recruitment to Bone Surface
i













Figure 5 : Étapes de la différenciation des ostéoclastes.
Le premier précurseur identifiable est le GM-CFU qui, avec l’activation du facteur de 
transcription PU.l, pourra exprimer le récepteur du M-CSF et devenir un précurseur 
ostéoclastique exprimant la protéine de surface CD14. Par la suite, son recrutement à la 
surface osseuse permettra de le placer en contact avec les ostéoblastes qui exprimeront le 
RANKL, permettant ainsi d’achever sa différenciation en ostéoclaste mature multinucléé. 
Figure tirée du site internet http://www4.utsouthwestem.edu/wanlab/research.htm
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2 .3 .2  L ’a c t iv it é  d e s  o st é o c l a s t e s
La principale fonction des ostéoclastes est d’effectuer la résorption osseuse, 
processus par lequel les deux phases de la matrice osseuse, minérale et organique, sont 
dégradées. Afin d’y parvenir, plusieurs étapes sont nécessaires. D’abord, les précurseurs 
ostéoclastiques seront attirés à la surface de la matrice osseuse ciblée par un signal 
chimiotactique, y adhéreront et pourront fusionner de façon asynchrone pour former 
l’ostéoclaste mature multinucléé (Baron 2001). Par la suite, les ostéoclastes devront 
s’attacher à la matrice minérale afin de procéder à la résorption osseuse. Ce processus est 
dirigé principalement par les intégrines avp3 situées sur la membrane plasmique des 
ostéoclastes qui s’associent avec certaines protéines (ostéopontine, sialoprotéine) que l’on 
retrouve à la surface de l’os (Ross and Teitelbaum 2005). Le contact de l’ostéoclaste avec 
la matrice osseuse entraînera la formation d’un anneau périphérique d’actine constitué de 
plusieurs structures punctiformes, nommées podosomes, qui permettront à l ’ostéoclaste de 
s’attacher à la matrice osseuse de façon à former un compartiment étanche au milieu 
extracellulaire, nommé la zone d’attachement (Jurdic, Saltel et al. 2006). Cela causera 
également la formation d’une bordure en brosse, soit une organelle de résorption formée 
par la fusion de vésicules acides intracellulaires avec la membrane plasmique de 
l’ostéoclaste faisant face à l’os. Cette bordure entourée de la zone d’attachement sera le 
siège d’une sécrétion de plusieurs ions et enzymes servant à dégrader la matrice osseuse 
(Vaananen, Zhao et al. 2000). Ainsi, lorsqu’il résorbe activement l ’os, l’ostéoclaste est 
caractérisé par une bipolarité morphologique et fonctionnelle. En effet, on distingue trois 
domaines différents; la zone d’attachement, le pôle apical contenant la bordure en brosse 
ainsi que le pôle basolatéral qui est en lien avec l’environnement de l’ostéoclaste et assure 
la quasi-totalité des fonctions régulatrices de la cellule puisqu’il contient plusieurs 
récepteurs, canaux ioniques ou transporteurs nécessaires au bon fonctionnement de 
l’ostéoclaste (Baron 2001).
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Une fois l’ostéoclaste attaché à la matrice osseuse de façon à former le 
compartiment étanche par la zone d’attachement, il y aura une sécrétion active de protons 
FT par les pompes ATPasiques de type vacuolaires afin d’acidifier le milieu à un pH 
d’environ 4,5. Cette sécrétion de protons dans le compartiment de résorption s’effectuera en 
parallèle avec la sécrétion d’ions Cl' par des canaux chloriques, assurant ainsi l’équilibre 
des charges des deux côtés de la membrane. Ainsi, le H*Cf pourra dissoudre les cristaux 
d’hydroxyapatite qui forment la matrice minérale de l’os (Bar-Shavit 2007). De plus, afin 
de générer des quantités suffisantes d’ions tT  et Cl', l’enzyme anhydrase carbonique II 
(CAII) catalysera la conversion du CO2 et de l’FLO en ions H* et HCCV, produisant ainsi 
les protons nécessaires pour la pompe ATPasique. Par le même processus, l’échange des 
ions HCO3 ' pour les ions Cl' dans le domaine basolatéral fournira les ions Cl' nécessaires 
pour assurer l’acidification de la lacune de résorption (Henriksen, Bollerslev et al. 2011). 
Suite à la solubilisation de la phase minérale, plusieurs enzymes protéolytiques tels que la 
cathepsine K, la métalloprotéinase-9 (MMP-9) et la TRAP, seront synthétisées et sécrétées 
dans le compartiment de résorption pour dégrader la matrice osseuse organique. La 
cathepsine K est une enzyme spécifique aux ostéoclastes qui dégrade le collagène de type I 
dans des conditions acides alors que la MMP-9 enlève le collagène à la surface de l’os afin 
de permettre à la cathepsine K d’initier sa digestion (Broadhead, Clark et al. 2011). La 
TRAP, quant à elle, génère des espèces réactives de l’oxygène capables de détruire le 
collagène (Halleen, Raisanen et al. 1999) (Figure 6). Les débris de résorption seront 
endocytés par l’ostéoclaste, transportés dans des vésicules jusqu’au domaine basolatéral 
pour ensuite être libérés dans le milieu extracellulaire. Ce processus, que l’on nomme 
transcytose, est possible grâce à la séparation fonctionnelle entre la bordure en brosse et le 
reste de la membrane cellulaire (Ross 2008). Finalement, après avoir effectué ses activités 
de résorption, l’ostéoclaste se détachera de la matrice osseuse, perdra sa structure polarisée 
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Figure 6 : Bipolarité morphologique et fonctionnelle de l’ostéoclaste.
L’ostéoclaste actif possède trois domaines distincts : la zone d’attachement à la matrice 
osseuse pour former un compartiment de résorption étanche, le pôle apical formé de la 
bordure en brosse ainsi que le domaine basolatéral responsable des fonctions régulatrices de 
l’ostéoclaste. La bordure en brosse sera le siège d’une sécrétion de protons et de diverses 
enzymes afin de dissoudre les matrices minérale et organique de l’os. Figure tirée de Baron 
R. (2001). ''L’ostéoclaste et les mécanismes moléculaires de la résorption osseuse." 
Médecine/sciences 17 : 1260-1269.
3. LES PATHOLOGIES OSSEUSES
3.1 L ’OSTÉOPOROSE
L’ostéoporose est la pathologie osseuse la plus fréquente. En effet, environ une 
femme sur deux âgée de plus de 50 ans subira une fracture ostéoporotique dans sa durée de 
vie restante, alors que seulement un homme sur cinq sera affecté (Harvey, Dennison and
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Cooper 2008). Elle est caractérisée par une faible masse osseuse et une détérioration de la 
microarchitecture de l’os, augmentant ainsi la fragilité des os et la susceptibilité de subir 
une fracture. Les os les plus souvent fracturés sont la colonne vertébrale, le poignet et la 
hanche (Cooper 2010). Malgré son apparence souvent bénigne, l’ostéoporose engendre une 
préoccupation majeure de santé publique d’une part en raison de l’augmentation de 
l’espérance de vie menant ainsi à une augmentation de l ’incidence de la maladie, mais 
d’autre part en raison des complications qu’elle occasionne. En effet, en plus d’altérer la 
qualité de vie des individus atteints, les fractures ostéoporotiques génèrent des coûts au 
système de santé et contribuent à l’augmentation des taux de morbidité et de mortalité 
(Marcu, Bogdan et al. 2011).
L’ostéoporose est une pathologie multifactorielle causée à la fois par des facteurs 
génétiques et environnementaux. En effet, plusieurs polymorphismes génétiques affectant 
la densité minérale osseuse et le risque de subir une fracture ont été identifiés, notamment 
dans les gènes codant pour le collagène de type I, le récepteur à la vitamine D, les 
récepteurs de l’œstrogène ainsi que dans le gène LRP5 (Uitterlinden, van Meurs and 
Rivadeneira 2010). Plusieurs facteurs de risque ont été associés à cette pathologie, parmi 
lesquels on retrouve une dysfonction hormonale, un style de vie sédentaire, un faible poids 
corporel, la cigarette, l’abus d’alcool ainsi qu’une déficience en calcium ou en vitamine D 
(Cummings, Nevitt et al. 1995). De plus, l’usage de certains médicaments tels que les 
glucocorticoïdes contribuent à augmenter les risques de fractures ostéoporotiques chez un 
bon nombre de patients (Lukert and Raisz 1990). Finalement, la ménopause est une 
prédisposition considérable de l’ostéoporose puisqu’elle entraîne une déficience en 
œstrogène chez les femmes, ce qui a pour effet de balancer l’équilibre du remodelage 
osseux en faveur de la résorption (Cooper 2010).
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3.1.1 L ’o s t é o c l a s t e  d a n s  l ’o s t é o p o r o s e
Toutes les maladies impliquant une perte osseuse font intervenir les ostéoclastes 
puisqu’ils sont les seules cellules responsables de la dégradation osseuse. Ainsi, 
l’ostéoporose survient lorsque l’activité des ostéoclastes surpasse celle des ostéoblastes 
(Lacativa and Farias 2010). D’ailleurs, il a été démontré que les ostéoclastes ont une 
activité de résorption accrue chez les patients atteints d’ostéoporose (Jevon, Hirayama et al. 
2003). De plus, l’œstrogène joue un rôle central sur la biologie des ostéoclastes. En effet, 
elle supprime la production de RANKL par les cellules stromales, les cellules T et les 
cellules B, ce qui a pour effet de diminuer la différenciation des précurseurs en ostéoclastes 
matures (Eghbali-Fatourechi, Khosla et al. 2003). De plus, elle contribue à l’augmentation 
de la sécrétion de l’OPG par les ostéoblastes, bloquant ainsi la différenciation 
ostéoclastique (Hofbauer, Khosla et al. 1999). Ainsi, la déficience en œstrogène que l ’on 
observe chez les femmes ménopausées augmente l’ostéoclastogénèse, l’expression de 
diverses cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1, l’IL- 6  et le TNF-a en plus de 
diminuer l’expression du TGF-P, cytokine directement impliquée dans l’apoptose des 
précurseurs ainsi que des ostéoclastes matures (Drake and Khosla 2008).
3.1 .2  L es t r a it e m e n t s
Le but principal d’une thérapie pour l’ostéoporose est de prévenir les fractures 
subséquentes. Les agents habituellement prescrits se classent dans deux catégories 
distinctes : ceux qui inhibent la résorption osseuse, les antirésorptifs, et ceux qui stimulent 
la formation osseuse, les anaboliques. Les antirésorptifs les plus couramment utilisés sont 
sans doute les bisphosphonates, soit des analogues synthétiques des pyrophosphates que 
l’on retrouve dans la matrice osseuse minérale et qui ont pour fonction principale d’inhiber 
l’activité des ostéoclastes. Les plus couramment prescrits ces dernières années sont
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l’alendronate, le risedronate et Fibandronate (Papapoulos 2008). Cependant, les 
bisphosphonates sont de puissants inhibiteurs du remodelage osseux et plusieurs évidences 
suggèrent que leur usage à long terme peut augmenter la friabilité des os (Kleerekoper
2008). Également, plusieurs cas d’ostéonécrose de la mâchoire suite à l’utilisation d’un tel 
traitement ont été reportés depuis 2003 (Honig 2010). La calcitonine est également un 
inhibiteur de la résorption qui est couramment prescrite. Plus récemment, des médicaments 
qui stimulent directement la formation osseuse ont été mis au point et semblent causer 
moins d’effets secondaires indésirables. Parmi ceux-ci, il y a la tériparatide, soit une 
hormone parathyroïde recombinante humaine, qui est approuvée pour un traitement 
maximal de deux ans. On retrouve également les modulateurs des récepteurs sélectifs à 
l’œstrogène (SERMS), dont l’action vise principalement à mimer l’action des œstrogènes. 
Actuellement, dans cette dernière catégorie, seul le raloxifène est approuvé (Zizic 2004). 
Finalement, plusieurs nouvelles molécules sont présentement investiguées pour le 
traitement de l’ostéoporose. Parmi celles-ci, il y a le denosumab, un anticorps monoclonal 
contre le RANKL, des inhibiteurs de la cathepsine K, une protéase exprimée par les 
ostéoclastes, ainsi que le strontium ranelate, un agent qui découple la résorption et la 
formation osseuses en faveur de la formation (Palaniswamy, Selvaraj et al. 2010).
3.2 L a  m a l a d ie  d e  P a g e t
La maladie de Paget est la seconde maladie osseuse la plus fréquente après 
l’ostéoporose. La prévalence est faible avant l’âge de 40 ans et augmente jusqu’à affecter 
environ 3% des adultes de plus de 55 ans (Michou and Brown 2011). Elle est caractérisée 
par un hyper remodelage unifocal ou plurifocal secondaire à une activation des 
ostéoclastes, ce qui cause une architecture osseuse anormale et un affaiblissement des os 
atteints (Michou, Collet et al. 2006). La plupart des cas sont asymptomatiques, malgré le 
fait qu’environ 30% des patients développent des complications telles que des douleurs 
osseuses, de l’arthrose, des difficultés à marcher secondaires aux déformations, des
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fractures, des céphalées, la surdité ou encore la paralysie de nerfs crâniens. De plus, dans 
environ 0,3% des cas, les patients développent un ostéosarcome malin (Rousiere, Michou et 
al. 2003). L’étiologie exacte de la maladie de Paget est encore méconnue. Certains auteurs 
suggèrent un rôle aux virus de la famille Paramyxovirus qui seraient responsables d’une 
infection virale lente dans l’os pagetique (Kurihara, Hiruma et al. 2011). De plus, certains 
facteurs environnementaux, tels que le contact avec les animaux et le tabagisme, ont 
récemment été associés à la pathologie (Michou, Collet et al. 2011). D’un autre côté, on sait 
maintenant avec certitude que la composante génétique joue un rôle de premier plan dans le 
développement de la pathologie puisqu’une forme familiale de la maladie a maintes fois été 
observée et documentée. En effet, le désordre semble se transmettre dans les familles selon 
un mode autosomal dominant à pénétrance incomplète (Morissette, Laurin et al. 2006).
La maladie de Paget est initiée par une augmentation de la résorption osseuse par 
les ostéoclastes avec une augmentation subséquente de la formation osseuse, ce qui 
engendre une mosaïque osseuse désorganisée aux sites squelettiques affectés due à 
l’accélération compensatoire de l’activité des ostéoblastes. Ce changement de structure 
produit un os agrandi, moins compact, plus vascularisé et plus susceptible aux déformations 
ou aux fractures qu’un os normal (Siris and Roodman 2008). Ainsi, chez les patients 
pagetiques, on observe une augmentation des marqueurs biochimiques de la résorption et 
de la formation osseuse, en raison du remodelage accru aux sites affectés. D’ailleurs, les 
phosphatases alcalines sont couramment utilisées comme marqueur pour diagnostiquer la 
maladie (Lyles, Siris et al. 2001).
3.2.1 L ’o s t é o c l a s t e  d a n s  la  m a l a d ie  d e  P a g e t
Les ostéoclastes sont décrits comme étant les cellules principales affectées dans la 
maladie de Paget étant donné que la phase initiale de la pathologie est caractérisée par une
24
résorption osseuse excessive (Michou, Chamoux et al. 2009). Les ostéoclastes des patients 
atteints de la maladie sont plus nombreux, plus gros et contiennent un nombre plus élevé de 
noyaux, exprimant ainsi un phénotype pagetique qui les distingue des ostéoclastes 
normaux. De plus, ils ont une vitesse de formation et une activité de résorption supérieures 
aux ostéoclastes normaux et leurs précurseurs sont hypersensibles au RANKL, au TNF-a 
ainsi qu’à l’l,25(OH)2 vitamine D 3 . En fait, ces précurseurs formeront des ostéoclastes 
matures lorsque stimulés avec des concentrations physiologiques plutôt que 
pharmacologiques de l,25(OH)2 vitamine D3 (Roodman 2010). De plus, ils sécrètent des 
niveaux élevés d’IL-6 , détectables dans le sang périphérique des patients atteint de la 
maladie (Roodman, Kurihara et al. 1992). Finalement, la microscopie électronique a permis 
d’observer des inclusions d’un virus de la famille Paramyxovirus aux niveaux 
cytoplasmique et nucléaire dans les ostéoclastes de patients, renforçant ainsi l’hypothèse de 
l’infection virale lente dans la pathologie (Helfrich 2003).
3.2.2 L es t r a it e m e n t s
Le but principal de la thérapie est d’éliminer les douleurs osseuses, normaliser les 
niveaux de phosphatases alcalines, guérir les lésions ostéolytiques, rétablir l ’architecture 
osseuse en plus de prévenir les récurrences et les complications associées à la maladie 
(Josse, Hanley et al. 2007). Cependant, il n’existe actuellement aucun traitement pour 
éradiquer complètement la maladie. La thérapie de choix repose donc sur les 
bisphosphonates, soit des molécules antirésorptives visant à freiner la fonction, l’activité et 
la survie des ostéoclastes, principaux responsables du développement de la maladie. Dans 
certains cas, des analgésiques et des anti-inflammatoires peuvent être utilisés afin de 
soulager les douleurs osseuses (Yan Jenny Chung and Van Hul 2011). De plus, plusieurs 
cibles pharmacologiques sont en investigation afin d’élargir la possibilité de traitements 
pour les patients atteints de la maladie de Paget. Parmi celles-ci, on retrouve notamment 
l’inhibition du RANKL ainsi que l’inhibition de l’IL-6 (Michou and Brown 2011).
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3.3 La  po l y a r t h r it e  r h u m a t o ïd e
La polyarthrite rhumatoïde affecte environ 1% des adultes dans les pays 
développés, plus fréquemment en Europe et en Amérique du Nord. La prévalence de cette 
maladie augmente avec l’âge, survenant principalement aux alentours de 40 à 50 ans, 
malgré le fait qu’elle puisse survenir à tout moment, et affecte trois fois plus les femmes 
que les hommes (Scott, Wolfe et al. 2010). Elle est caractérisée par une inflammation 
chronique qui entraîne la destruction progressive des articulations et des os et se présente 
cliniquement comme étant symétrique, atteignant principalement les petites articulations 
des mains et des pieds, et peut se propager jusqu’aux poignets, épaules, genoux et chevilles 
(Walsh, Crotti et al. 2005). Les patients atteints de cette maladie ont la plupart du temps des 
douleurs intenses aux articulations atteintes, celles-ci pouvant être gonflées et rougies. Ils 
subissent également des raideurs articulaires principalement matinales et, si la maladie n’est 
pas traitée adéquatement, elle entraînera une destruction articulaire causant ainsi une 
incapacité fonctionnelle altérant sérieusement la qualité de vie des patients (Goronzy and 
Weyand 2009). La cause exacte de cette maladie demeure inconnue. Cependant, l’auto- 
immunité y joue un rôle majeur, possiblement induit par l ’exposition à un antigène 
arthritogène inconnu (Broadhead, Clark et al. 2011). D ’ailleurs, chez les patients atteints de 
cette maladie, on note fréquemment la présence de deux autoanticorps, soit le facteur 
rhumatoïde (RF) et ceux dirigés contre les peptides citrullinés (ACPA), qui peuvent parfois 
agir comme prédicteur sur le pronostic de la maladie (van der Linden, van der Woude et al.
2009). De plus, certains facteurs de risque ont été associés à la maladie, tels que la prise 
d’alcool, la consommation de café ainsi que l’utilisation de contraceptifs oraux (Liao, 
Alfredsson et al. 2009). Il a également été démontré que le fait de fumer double le risque de 
développer la polyarthrite rhumatoïde (Carlens, Hergens et al. 2010). Finalement, en raison 
du grand nombre de femmes atteintes et du rôle de l’œstrogène sur les ostéoclastes, 
l’hypothèse du changement hormonal a été évoquée pour expliquer la pathogénèse de la 
maladie (Hirayama, Danks et al. 2002).
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La pathophysiologie de la polyarthrite rhumatoïde est caractérisée par 
l’inflammation des tissus synoviaux tapissant les articulations. En condition normale, 
l’articulation est tapissée d ’une synovie bien organisée et composée principalement de 
cellules synoviales. Entre le cartilage et la synovie, on note la présence du liquide synovial 
qui nourrit et lubrifie l’articulation. Cependant, dans des conditions pathologiques, la 
synovie est infiltrée par des cellules inflammatoires et le liquide synovial devient plus 
volumineux en raison de l’œdème, causant ainsi le gonflement de l’articulation (Paleolog
2009). Ainsi, l’infiltration des cellules inflammatoires et la prolifération des cellules 
synoviales dans les tissus articulaires créent une expansion de la membrane synoviale qui 
aboutit en la formation d’un pannus infiltrant les cartilages articulaires et les tissus osseux 
(Karmakar, Kay et al. 2010) (Figure 7). Il existe trois formes majeures de perte osseuse 
dans la pathologie de la polyarthrite rhumatoïde, soit l’érosion osseuse locale, l’érosion péri 
articulaire ainsi que la perte osseuse systémique. L’érosion osseuse locale se produit à 
l’endroit où le pannus envahit l’os cortical, l’os subchondral immédiat ainsi que l’espace de 
la moelle adjacente. L’érosion péri articulaire, quant à elle, survient de façon adjacente aux 
articulations enflammées et précède souvent l’apparition des érosions focales. Finalement, 
au niveau systémique, l’excès de cytokines pro-inflammatoires produites lors de 
l’inflammation contribue à augmenter le risque d’ostéoporose et, par le fait même, de 
fractures (Goldring and Schett 2011).
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Figure 7 : Articulation typique atteinte par la polyarthrite rhumatoïde.
L’image de gauche (a) représente une articulation saine alors que l’image de droite (b) 
représente une articulation typique atteinte de polyarthrite rhumatoïde. On peut y observer 
l’infiltration de cellules inflammatoires, l’invasion du pannus dans le cartilage, la 
prolifération synoviale, l’amincissement du cartilage ainsi que l’érosion osseuse. Figure 
tirée de Vibeke, S., Robert, K. and John, D. I. (2007) "Biologie thérapies in rheumatology: 
lessons learned, future directions." Nature Reviews Drug Discovery 6: 75-92.
3.3.1 L ’o st é o c l a st e  d a n s  la  p o l y a r t h r it e  r h u m a t o ïd e
La formation des ostéoclastes est une étape essentielle dans le processus de 
l’érosion osseuse causée par l’inflammation. Dans la polyarthrite rhumatoïde, la formation 
d’ostéoclastes est accentuée par rapport à celle des ostéoblastes. Ce déséquilibre constitue
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la base de la destruction rapide des articulations et mène aux symptômes observés dans la 
maladie (Herman, Muller et al. 2008). La formation rapide et prononcée des ostéoclastes 
dans les articulations atteintes est causée par un influx massif de précurseurs 
ostéoclastiques dans l’espace articulaire et par leur différenciation en ostéoclastes matures 
sous l’influence de facteurs ostéoclastogéniques essentiels dans la synovie (Schett and 
Teitelbaum 2009) (Figure 8). En effet, certaines cytokines favorisant la résorption osseuse 
telles que le TNF-a, l’IL-1, l’IL-6, l’IL-17 en plus du M-CSF et du RANKL, sont libérées 
par les cellules inflammatoires ayant infiltré la synovie, permettant ainsi la différenciation 
des précurseurs ostéoclastiques en ostéoclastes matures (Takano, Tomita et al. 2004). De 
plus, les cellules synoviales, les lymphocytes T activés ainsi que les cellules dendritiques 
produisent du RANKL de façon aberrante, stimulant la différentiation des ostéoclastes 
(Nose, Yamazaki et al. 2009). L’ostéoclaste est donc le principal responsable de la 
dégradation osseuse observée chez les patients atteints de la polyarthrite rhumatoïde. 
D’ailleurs, une étude a démontré que le nombre d’ostéoclastes générés in vitro à partir du 
sang de la moelle osseuse corrélait avec la sévérité de la maladie, c’est-à-dire que les 
patients atteints d’une forme de polyarthrite rhumatoïde sévère généraient un nombre 
d’ostéoclastes plus élevé (Toritsuka, Nakamura et al. 1997). Cependant, de récentes 
analyses par notre groupe de recherche ont démontré que l’ostéoclastogénèse est diminuée 
chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoïde active comparativement à ceux atteints 














Figure 8 : Mécanisme de la formation des ostéoclastes par les cellules T ainsi que les 
cytokines ostéoclastiques dans la polyarthrite rhumatoïde.
Les cellules T activées présentes dans la synovie produisent du RANKL qui sera clivé 
enzymatiquement à la surface de la membrane plasmique, résultant en sa libération sous 
forme soluble. De plus, les macrophages activés libèrent des cytokines qui induiront 
l’expression de RANKL par les ostéoblastes. Ces deux processus contribueront fortement à 
la différenciation et la prolifération des ostéoclastes observées dans là pathologie de la 
polyarthrite rhumatoïde. Figure tirée de Udagawa, N., S. Kotake, et al. (2002). "The 
molecular mechanism of osteoclastogenesis in rheumatoid arthritis." Arthritis Res 4(5): 
281-9.
3.3 .2  L ’é v a l u a t io n  e t  le  d ia g n o s t ic  d e  la  p o l y a r t h r it e  r h u m a t o ïd e
Le diagnostic de la polyarthrite rhumatoïde au Canada se base sur une liste de 
critères établis en 1987 par VAmerican Collège o f Rheumatology (ACR). Les critères de 
classification de l’ACR sont les suivants : une raideur matinale depuis au moins 6 
semaines, arthrite d’au moins trois articulations depuis au moins 6 semaines, arthrite 
touchant la main depuis au moins 6 semaines, arthrite symétrique depuis au moins 6 
semaines, présence de nodules rhumatoïdes, présence du facteur rhumatoïde dans le sérum
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et lésions radiologiques. Un patient satisfaisant au moins 4 des 7 items mentionnés 
précédemment sera diagnostiqué avec une polyarthrite rhumatoïde par le rhumatologue 
traitant (Scott, Wolfe et al. 2010).
Une fois le diagnostic posé, il existe différentes mesures pour évaluer la sévérité et 
la progression de la maladie. Parmi celles-ci, il y a notamment le Disease Activity Score 28 
(DAS28) qui mesure l’activité de la maladie et qui est un outil reconnu et couramment 
utilisé lors des études cliniques. Comme son nom l’indique, ce score se concentre sur 28 
articulations, soit les articulations métacarpo phalangiennes (10), les inter phalangiennes 
proximales (8), les inter phalangiennes des pouces (2) ainsi que les épaules (2), coudes (2), 
poignets (2) et genoux (2) (van Tuyl, Britsemmer et al. 2011) (Figure 9). Afin de calculer 
le score DAS28, il faut évaluer les quatre éléments suivants : le nombre d’articulations 
douloureuses parmi les 28 désignées, le nombre d’articulations gonflées parmi ces mêmes 
28 désignées, l ’évaluation globale de la maladie par le patient sur une échelle visuelle de 0 
à 100 mm ainsi que la vitesse de sédimentation des érythrocytes (Leeb, Sautner et al. 2009). 
Ces éléments sont ensuite placés dans une équation mathématique complexe permettant de 
calculer un score, de la façon suivante:
DAS28 = 0,56 x (TJC+0,28)1/2 x (SJC+0,70)1/2 x ln ESR + 0,014 x VAS
où TJC est le nombre d’articulations douloureuses 
SJC est le nombre d ’articulations gonflées 
ESR est la vitesse de sédimentation des érythrocytes 
VAS est l’échelle visuelle d ’évaluation globale.
Cette formule permettra de calculer un score variant entre 0,49 et 9,07. Ainsi, un score plus 
grand que 5,1 indique que la polyarthrite est très active, un score qui se situe entre 3,2 et 
5,1 inclusivement indique que la maladie est moyennement active, un score entre 3,2 
inclusivement et 2,6 indique que la maladie est faiblement active alors qu’un score de
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moins de 2,6 indique que la polyarthrite rhumatoïde est en rémission (Gaujoux-Viala, 
Mouterde et al. 2011).
Le Health Assessment Questionnaire (HAQ) est un questionnaire qui permet de 
mesurer le statut fonctionnel du patient en relation avec le degré de difficulté expérimenté 
lors de l’accomplissement de certaines activités quotidiennes telles que se lever, s’habiller, 
se laver, marcher ou manger. Le questionnaire comprend 20 items divisés en 8 domaines 
marqués de 0 (aucune difficulté) à 3 (incapable d’y arriver). Le score est ensuite corrigé 
pour l’usage d’équipement ainsi que pour l ’aide apportée par une autre personne pour 
chacun des domaines (Figure 10). Ainsi, le score pour chacun des domaines est additionné; 
un score de 3 indique que le patient est très importuné par sa maladie alors qu’un score de 0 
signifie que le patient n’éprouve pas de difficulté à effectuer ses tâches quotidiennes 
(Adams, Walsh et al. 2010). Ce questionnaire est complété par le patient lui-même et 
s’avère être un outil validé et couramment utilisé en recherche clinique. En effet, il a été 
caractérisé comme étant un bon prédicteur pour la déficience fonctionnelle chez les patients 
atteints de polyarthrite rhumatoïde. De plus, il a été démontré qu’un score HAQ élevé se 
traduit par une augmentation de la morbidité, de la mortalité et du taux d’hospitalisations 
des patients atteints de la maladie (Barra, Pope et al. 2009).
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Figuré 9 : Calcul du score DAS28.
Le score DAS28 permet de déterminer l’indice d’activité de la polyarthrite rhumatoïde. Ce 
calcul s’appuie sur la vitesse de sédimentation des érythrocytes, l’évaluation globale de la 
maladie par le patient sur une échelle visuelle ainsi que sur la présence de douleur et de 
gonflement sur les 28 articulations désignées par des cercles rouges sur l’illustration. Figure 
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Figure 10 : Questionnaire HAQ.
Sur cette partie du questionnaire, on peut observer les quatre premiers domaines avec 
chacun des items permettant de calculer un score de 0 à 3. Également, on note la présence 
des sections permettant de corriger le score en fonction des instruments utilisés ou de l’aide 
apportée par une autre personne. Figure numérisée à partir des documents du centre de 
recherche clinique Étienne-Le Bel de Sherbrooke, département de Rhumatologie.
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3.3.3 LES TRAITEMENTS
L’objectif principal du traitement de la polyarthrite rhumatoïde est d’atteindre la 
rémission avec aucune inflammation articulaire et aucune détérioration osseuse ou 
fonctionnelle. Environ 10 à 50% des patients avec une arthrite débutante parviennent à 
atteindre cet objectif. Cependant, pour les patients qui n’y parviennent pas, la thérapie doit 
viser la réduction de l’activité de la maladie et de la douleur ainsi que le maintien de la 
fonction physique afin de préserver la capacité du patient à effectuer ses activités 
quotidiennes (Scott, Wolfe et al. 2010). Afin d’y parvenir, la première ligne de traitement 
est la prescription d’un «Disease-modifying antirheumatic drugs» (DMARDs), soit un 
groupe hétérogène d’agents pharmacologiques ayant des propriétés antirhumatismales via 
des mécanismes d’action différents. Dans cette catégorie, le méthotrexate est l’agent le plus 
prescrit depuis les 20 dernières années. Il s’agit d’un antagoniste de la synthèse de l’acide 
folique qui bloque la synthèse des purines. En cas d’échec au méthotrexate, un autre agent 
de la catégorie des DMARDs ayant un mécanisme d’action différent peut être ajouté. Les 
plus fréquemment utilisés sont la sulfasalazine, un anti-inflammatoire, ainsi que le 
leflunomide, un bloqueur de la synthèse des pyrimidines (van Vollenhoven 2009). 
Également, des glucocorticoïdes tels que la prednisone sont parfois prescrits pour optimiser 
le traitement. L’utilisation de cette classe de médicament à court terme réduit les synovites, 
alors que son utilisation à long-terme permet de réduire les dommages articulaires, mais 
engendre certains risques tels qu’une infection ou l’apparition d’une ostéoporose. Ainsi, 
cette classe de médicament est à prendre avec précaution (Kirwan, Bijlsma et al. 2007). 
Lorsque ces traitements seuls ou en combinaison ne permettent pas de contrôler de façon 
adéquate la maladie, le rhumatologue se tourne vers les agents biologiques. Cette classe de 
médicaments a fait son apparition dans la dernière décennie et regroupe plusieurs agents 
qui ciblent spécifiquement des éléments du système immunitaire. Parmi ceux-ci, on 
retrouve notamment un inhibiteur de l’activation des cellules T (Abatacept), un anti-IL-6 
(Tocilizumab), un antagoniste du récepteur à l’IL-1 (Anakinra), et un agent de déplétion 
des cellules B (Rituximab) (Suresh 2010). Cependant, les agents biologiques les plus 
utilisés sont sans contredit les anti-TNF-a qui se sont avérés très efficaces pour induire la
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rémission chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoïde. Les plus couramment 
prescrits sont l’infliximab, l’etanercept et l’adalimumab (Wong, Ziring et al. 2008). Les 
agents biologiques peuvent être prescrits seuls, mais sont le plus souvent combinés avec le 
méthotrexate étant donné qu’il a été démontré que cela menait à une efficacité supérieure 
(Breedveld, Weisman et al. 2006). De plus, en cas d ’échec au traitement, le rhumatologue 
prescrira un autre agent biologique ayant un mécanisme d’action différent (Finckh, Ciurea 
et al. 2006). Finalement, il arrive fréquemment que des analgésiques ou des anti­
inflammatoires non stéroïdiens soient prescrits pour réduire les douleurs articulaires 
associées à la maladie (Wienecke and Gotzsche 2004).
Évidemment, la polyarthrite rhumatoïde étant une maladie chronique, cela constitue 
un domaine de recherche en constante expansion afin de découvrir de nouveaux traitements 
pour contrôler les symptômes associés à la maladie. Parmi les nouvelles cibles 
pharmacologiques, on retrouve certaines molécules pro-inflammatoires telles que les 
interleukines 15, 17, 12 et 23 ainsi que des molécules impliquées dans plusieurs voies de 
signalisation intracellulaire telles que JAK, Syk, Map Kinase p38 et NFkB (Senolt, 
Vencovsky et al. 2009).
4. LE TNF-ALPHA
Le TNF-a est une cytokine pléiotropique qui joue un rôle de premier plan dans les 
processus immunitaire et inflammatoire dans une variété de tissus, organes et cellules, 
incluant la différenciation, la fonction, la survie et l’apoptose cellulaire (Feng 2005). Il est 
produit principalement par les cellules de la lignée hématopoïétique, telles que les 
monocytes, les macrophages, les cellules T, les mastocytes, les granulocytes et les cellules 
tueuses naturelles (NK), mais peut être produit également par des cellules non 
hématopoïétiques telles que les fibroblastes, les neurones, les kératinocytes et les cellules
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musculaires lisses. Leur capacité de produire du TNF-a dépendra du stimulus (Keystone 
and Ware 2010). Le TNF-a est initialement synthétisé comme un monomère qui se replie 
en sandwich de feuillet bêta et s’assemble en trimère. Ainsi, chaque molécule de TNF-a 
possède trois sites de liaison pour son récepteur assigné (Bertazza and Mocellin 2008). Ce 
trimère est une protéine transmembranaire de 27 kDa qui subira un clivage protéolytique 
par l’enzyme de conversion du TNF-a (TACE), ce qui engendrera une protéine soluble de 
17 kDa (Parameswaran and Patial 2010) (Figure 11). Bien que les formes soluble et 
membranaire du TNF-a sont toutes deux biologiquement actives, la forme membranaire est 
environ 1000 fois plus puissante sur une base molaire (Schneider, Holler et al. 1998). 
L’enzyme TACE régule également la biosynthèse de cette cytokine en clivant les 
récepteurs membranaires (TNFR) à la surface cellulaire pour former des récepteurs solubles 
capables de lier le TNF-a. Cela crée ainsi une compétition pour les molécules libres, les 
empêchant de se lier à la forme membranaire des récepteurs pour engendrer leur 
signalisation respective (Keystone and Ware 2010). Le TNF-a signalise via deux récepteurs 
distincts; le TNF Receptor I  (TNFR1) aussi connu comme étant le récepteur p55, ainsi que 
le TNF Receptor II (TNFR2), connu également sous le nom de récepteur p75. Ces deux 
récepteurs lient le TNF-a avec haute affinité et engendrent des effets biologiques différents. 
En effet, le TNFR1 contient un domaine de mort et est responsable des réponses 
inflammatoires classiquement attribuées au TNF-a, alors que le TNFR2 est important pour 
la prolifération des cellules lymphoïdes et pour la cytotoxicité de certains types cellulaires 
(Parameswaran and Patial 2010).
Le TNF-a est un puissant agent pro-inflammatoire rapidement libéré suite à un 
trauma ou à une infection et constitue le médiateur précoce le plus abondant dans le tissu 
atteint d’inflammation (Feldmann, Brennan et al. 1994). De plus, il est considéré comme le 
principal régulateur du processus d’inflammation étant donné qu’il joue un rôle de premier 
plan dans l’orchestration de la cascade de cytokines pro-inflammatoires (Maini, Elliott et al. 
1995). Ces effets inflammatoires sont initiés par sa liaison au récepteur TNFR1. En effet, 
lorsque le TNF-a se lie à ce récepteur, cela permet le recrutement de plusieurs protéines 
adaptatrices qui pourront initier les voies de signalisation clés. D’une part, une première
37
voie de signalisation mènera à la phosphorylation d’IicBa, ce qui aura pour effet de libérer 
le facteur de transcription NFicB qui pourra transloquer au noyau et activer la transcription 
de gènes cibles induisant l’expression de certaines cytokines et enzymes impliquées dans la 
génération de médiateurs inflammatoires (Wajant and Scheurich 2010). D’autre part, la 
liaison du TNF-a au TNFR1 activera la voie des MAP kinases, qui mènera à l’activation de 
d’autres facteurs de transcription tels que AP-1 et, une fois transloqués au noyau, pourront 
à leur tour induire la transcription de gènes cibles impliqués dans l’inflammation (Sun and 
Ley 2008). Finalement, l’activation de TNFR1 est également impliquée dans la 
signalisation pro-apoptotique via son domaine de mort (Micheau and Tschopp 2003). Ainsi, 
la signalisation via ce récepteur peut engendrer plusieurs réponses biologiques telles que 
l’apoptose, la survie cellulaire, la prolifération et l’inflammation (Figure 12). La 
dérégulation des mécanismes immuns peut alors entraîner une dérégulation de la 
production du TNF-a, ce qui peut mener à une inflammation chronique qui, dépendamment 
de la localisation, peut engendrer des dommages tissulaires ou des pathologies 
inflammatoires (Kollias, Douni et al. 1999).
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Figure 11 : Structure du TNF-a.
Le TNF-a est initialement synthétisé sous forme de monomère, pour ensuite s’assembler 
sous forme de trimère. L’enzyme TACE pourra alors cliver la molécule à la surface 
membranaire afin de générer des molécules solubles de TNF-a. Figure tirée de Keystone, 
E. C. and C. F. Ware (2010). "Tumor necrosis factor and anti-tumor necrosis factor 
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Figure 12 : Signalisation du TNF-a via le récepteur TNFR1.
La liaison du TNF-a au TNFR1 entraînera l’activation de différentes voies de signalisation, 
dont la voie du NFkB, menant à la transcription de gènes impliqués dans la prolifération 
cellulaire ainsi que dans l’inflammation, en plus d’activer la voie pro-apoptotique via le 
domaine de mort associé au récepteur TNFR1. Figure tirée du site internet 
https://www.qiagen.com/geneglobe/pathwavview.aspx?pathwavID=:440.
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4.1 L e  r ô l e  d u  T N F -a l ph a  d a n s  l ’o s t é o c l a s t o g é n è s e
Le TNF-a est l’une des cytokines ostéoclastogéniques les plus puissantes qui agit à 
la fois dépendamment et indépendamment du RANKL. En effet, au cours des premiers 
stades de l’ostéoclastogénèse, le TNF-a augmente la quantité de précurseurs ostéoclastiques 
en promouvant leur prolifération et leur différenciation en réponse au M-CSF et en 
augmentant l’expression de son récepteur, le c-Jms, et ce, indépendamment de la présence 
du RANKL. Par la suite, ces précurseurs pourront se différencier en ostéoclastes matures 
sous l’influence du RANKL, processus qui sera accéléré par la présence du TNF-a (Boyce, 
Li et al. 2005) (Figure 13). Ces effets sont expliqués d’une part par le fait que le TNF-a, 
via sa liaison à des récepteurs spécifiques à la surface des ostéoblastes, pourra augmenter 
l’expression et la libération du RANKL par ces cellules, favorisant ainsi la différenciation 
des précurseurs ostéoclastiques en ostéoclastes matures (Romas, Gillespie et al. 2002). 
D’autre part, des études in vitro ont démontré que cette cytokine stimule considérablement 
la différenciation des précurseurs en présence de moins de 1% de la quantité de RANKL 
normalement nécessaire pour induire la formation des ostéoclastes (Lam, Takeshita et al. 
2000). Ainsi, le TNF-a peut agir directement sur les ostéoclastes via le récepteur TNFR1 
pour potentialiser les effets du RANKL (Schett 2007). De plus, il a été démontré que le 
TNF-a augmente le nombre d’ostéoclastes présents aux sites de résorption, augmente le 
nombre de précurseurs et promeut la survie des ostéoclastes qui ont normalement une durée 
de vie très courte (Parameswaran and Patial 2010). Finalement, en plus de tous ces effets 
sur les ostéoclastes qui permettent d’augmenter la résorption osseuse, le TNF-a peut 
également exercer ses effets sur les ostéoblastes. En effet, en inhibant leur différenciation et 
leur maturation, il inhibe la formation osseuse qui résulte normalement de l’activité 
biologique de ces cellules stromales (Balga, Wetterwald et al. 2006). Ainsi, cette cytokine 
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Figure 13 : Rôle du TNF-a dans l’ostéoclastogénèse.
Le TNF-a agit à la fois dépendamment et indépendamment du RANKL pour augmenter le 
nombre de précurseurs ostéoclastiques et pour les inciter à se différencier plus rapidement 
en ostéoclastes matures. Figure tirée de Boyce, B. F., P. Li, et al. (2005). "TNF-alpha and 
pathologie bone résorption." Keio J Med 54(3): 127-31.
4.2  L e r ô l e  d u  T N F -a l p h a  d a n s  l a  p o l y a r t h r it e  r h u m a t o ïd e
Étant donné son implication majeure dans la différenciation des ostéoclastes, il n’est 
pas étonnant de constater que le TNF-a soit impliqué dans la pathophysiologie de la 
polyarthrite rhumatoïde. En effet, il a été démontré que les patients atteints de cette 
pathologie ont des niveaux de TNF-a ainsi que de ses récepteurs plus élevés, ce qui cause 
des pertes osseuses sévères aux sites d’inflammation chronique (Kwak, Jin et al. 20 0 5 ). 
Ainsi, une partie importante de la pathophysiologie de la polyarthrite rhumatoïde est 
imputable à l’activité pléiotropique biologique du TNF-a (Keystone 2 0 0 1 ). En plus de 
stimuler la résorption osseuse de par son fort potentiel ostéoclastogénique, cette cytokine 
cause la prolifération des cellules synoviales et des iïbroblastes, l’activation et le 
recrutement des leucocytes, l’augmentation de l’activité des prostaglandines et des 
métalloprotéinases qui dégradent la matrice osseuse ainsi que la destruction des os et du
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cartilage (Romas, Gillespie et al. 2002). Ces effets sur la destruction du cartilage et 
l’érosion osseuse sont dus à la production d’enzymes qui dégradent la matrice osseuse aussi 
bien qu’à la production de facteurs ostéoclastogéniques, tel que le RANKL (Tracey, 
Klareskog et al. 2008).
En raison de tous ces effets de premier plan dans la pathogénèse de la polyarthrite 
rhumatoïde, il en va de soi que le TNF-a est devenu une cible pharmacologique 
d’importance capitale afin de moduler les symptômes de la maladie. Ainsi est née une 
nouvelle classe d’agents pharmacologiques qui s’avérera être révolutionnaire dans le 
monde de la rhumatologie, les anti-TNF-a.
5. LES ANTI-TNF-ALPHA
Les anti-TNF-a sont des agents dits biologiques puisque ce sont des molécules 
produites dans des cultures cellulaires procaryotes ou eucaryotes à l’aide de diverses 
méthodes de biologie moléculaire (van Vollenhoven 2009). Leur développement est dû à 
une expérience in vitro réalisée par un groupe de chercheurs anglais qui a démontré que le 
fait de bloquer l’action du TNF-a à l’aide d’un anticorps spécifique dans une culture 
cellulaire résulte en une diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires 
(Brennan, Chantry et al. 1989). Ainsi, le TNF-a est rapidement devenu une cible 
pharmacologique intéressante pour traiter les maladies inflammatoires non seulement parce 
qu’il était retrouvé en quantité abondante chez les individus atteints, mais également parce 
qu’il semblait être au sommet de la cascade de cytokines pro-inflammatoires (Simsek
2010). De plus, des expériences additionnelles ont permis de démontrer que l’arthrite créée 
dans des modèles animaux pouvait être maîtrisée suite à l’administration d’un inhibiteur du 
TNF-a, ce qui constituait une percée fulgurante quant à l’avenir des traitements pour les 
maladies inflammatoires (Williams, Feldmann et al. 1992). Encore aujourd’hui, les anti-
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TNF-a demeurent des agents de choix qui s’avèrent être très efficaces pour traiter ce type 
de maladies. En effet, environ deux millions de patients ont été traités avec cette classe de 
médicaments depuis leur apparition sur le marché (Feldmann and Maini 2010). Cependant, 
environ un tiers des patients ne répondent pas adéquatement à ce type de thérapie. Les 
raisons expliquant ce phénomène demeurent inconnues, mais les hypothèses les plus 
plausibles sont la variabilité génétique inter-individuelle ainsi que la différence dans la 
pathogénèse de la maladie chez différents individus (Keystone and Ware 2010).
Actuellement, on compte cinq anti-TNF-a disponibles: l’infliximab, l’etanercept, 
l’adalimumab, le certolizumab pegol et le golimumab (Figure 14). L’infliximab est un 
anticorps monoclonal IgGl chimérique formé d’une partie constante humaine et d’une 
région variable murine (Wong, Ziring et al. 2008). L ’etanercept est une protéine de fusion 
formée du domaine extracellulaire du récepteur TNFR2 lié à la portion Fc d’une 
immunoglobuline G de type 1 (IgGl). L’adalimumab et le golimumab, quant à eux, sont 
des anticorps monoclonaux complètement humains qui sont indiscernables des anticorps 
IgGl que l’on retrouve chez l’homme (Horiuchi, Mitoma et al. 2010). Finalement, le 
certolizumab pegol est un fragment Fab complètement humain lié à une molécule de 
polyéthylène glycol, soit une molécule hydrophile volumineuse qui augmente la demi-vie 
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Figure 14 : Structures moléculaires simplifiées des agents anti-TNF actuellement 
disponibles sur le marché.
L’infliximab est un anticorps chimérique ayant une portion humaine et murine. 
L’adalimumab et le golimumab sont quant à eux des anticorps complètement humains. 
Finalement, l’etanercept est une protéine de fusion entre le récepteur TNFR2 et une portion 
Fc d’un anticorps IgGl humain alors que le certolizumab pegol contient une molécule de 
polyéthylène glycol. Figure tirée de Keystone, E. C. and C. F. Ware (2010). "Tumor 
necrosis factor and anti-tumor necrosis factor thérapies." J Rheumatol Suppl 85: 27-39.
5.1 L es  m é c a n is m e s  d ’a c t io n  d e s  a n t i-t n f -a l p h a
Malgré leur utilisation à grande échelle, on connaît très peu d’informations sur le 
mode d’action des anti-TNF-a in vivo. Leur mécanisme d’action principal est sans doute de 
lier les molécules de TNF-a solubles ou membranaires afin de les empêcher de se lier à 
leurs récepteurs, menant ainsi à l’inhibition de la cascade de signalisation normalement
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engendrée (Papadakis and Targan 2000). Sans cette liaison, la réponse inflammatoire ne 
peut être générée. En effet, il a été démontré dans des systèmes de cultures cellulaires in 
vitro que l’addition d’un inhibiteur du TNF-a réduisait considérablement la production 
d’autres cytokines pro-inflammatoires, telles que l’IL-1, l’IL-6 ainsi que l’IL-8 (Butler, 
Maini et al. 1995). Cependant, quelques différences quant à l’efficacité des divers agents 
anti-TNF-a pour traiter les maladies inflammatoires dans lequel le TNF-a semble jouer un 
rôle ont été notées, suggérant ainsi que la neutralisation de cette cytokine n’est peut-être pas 
le seul mécanisme d’action de ces agents pharmacologiques (Taylor 2010). De plus, il a été 
démontré que les inhibiteurs du TNF-a participent à la lyse par le complément ainsi qu’à la 
cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC), éliminant ainsi les cellules inflammatoires 
(Nesbitt, Fossati et al. 2007). Des études récentes avancent que ces agents 
pharmacologiques agiraient en affectant la signalisation intracellulaire du TNF-a, 
engendrant ainsi un arrêt prématuré du cycle cellulaire, une suppression de la production de 
cytokines ou le processus d’apoptose. Lorsque l’inhibiteur se lie au TNF-a membranaire, 
cela induit une cascade de signalisation intracellulaire inversée qui permet la libération de 
calcium et de certaines cytokines, ce qui permet l’activation des caspases qui pourront 
enclencher le processus d’apoptose de la cellule (Mitoma, Horiuchi et al. 2005) (Figure 
15).
Malgré le fait que les anti-TNF-a sont sécuritaires et généralement bien tolérés, il en 
va de soi que quelques effets secondaires peuvent survenir lors de leur utilisation. L ’effet le 
plus commun est une réaction au site d’injection, la plupart du temps bénigne et facile à 
gérer (Taylor and Feldmann 2009). Étant donné que le TNF-a joue un rôle important dans 
la défense de l’hôte contre les pathogènes, les risques accrus d ’infection lors d’une thérapie 
anti-TNF-a demeure la préoccupation majeure. Les individus sont donc exposés à un risque 
accru de développer des infections d’origine bactériennes, fongiques ou virales (Scott, 
Wolfe et al. 2010). De plus, le blocage du TNF-a cause la réactivation de la tuberculose 
latente (Keane, Gershon et al. 2001). Cependant, les risques de développer la tuberculose 
ont été considérablement réduits suite à l’introduction d’un test de dépistage pour identifier 
les patients à risque afin de les traiter avec des agents antituberculeux appropriés (Keane
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2005). Finalement, il est possible que les individus développent des anticorps contre les 
agents biologiques, menaçant ainsi l’efficacité et la tolérance de la thérapie. Cependant, les 
anticorps ayant une structure complètement humaine, tel que l’adalimumab, devraient 
réduire ce phénomène (Valesini, Iannuccelli et al. 2007).
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Figure 15 : Cascade de signalisation intracellulaire inversée induite par la liaison d’un 
agent anti-TNF au TNF-a transmembranaire.
Les agents anti-TNF ont plus d’un mécanisme d’action, dont entre autre la diminution de la 
production de cytokines pro-inflammatoires ainsi que l’induction de l’apoptose via 
l’activation de molécules clés. Figure tirée de Wong, M., D. Ziring, et al. (2008). 
"TNFalpha blockade in human diseases: mechanisms and future directions." Clin Immunol 
. 126(2): 121-36.
5.2 L e s  a n t i-t n f -a l p h a  d a n s  l a  p o l y a r t h r it e  r h u m a t o ïd e
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Depuis leur mise sur le marché en 1998, l’utilisation des anti-TNF-a a démontré des 
bienfaits thérapeutiques pour le traitement de la polyarthrite rhumatoïde. Actuellement, 
tous les agents faisant partie de cette classe sont efficaces pour traiter cette pathologie 
(Scott 2012). En effet, l’emploi de ces agents pharmacologiques induit une amélioration 
soutenue à long terme des signes et des symptômes cliniques associés à la polyarthrite 
rhumatoïde, en plus d’entraîner une rémission chez certains patients (Karmakar, Kay et al.
2010). Il a d’ailleurs été démontré que les anti-TNF-a diminuent l’inflammation, améliore 
le statut fonctionnel et la qualité de vie du patient, diminue ses risques de mortalité et 
atténue les érosions du cartilage et des os (Keystone 2001). De plus, certaines études ont 
démontré que la destruction des articulations était grandement réduite chez les patients 
ayant reçu un agent anti-TNF-a, comparativement aux patients ayant reçu uniquement un 
traitement intensif avec des DMARDs (Grigor, Capell et al. 2004). Cette diminution des 
dommages structuraux est en partie due au fait que les agents anti-TNF-a réduisent 
considérablement plusieurs caractéristiques de l’inflammation chronique, telles que le 
recrutement, l’activation et la prolifération des leucocytes dans le milieu articulaire 
(Feldmann 2002). Aussi, le traitement avec l’un de ces agents diminue la production de 
cytokines pro-inflammatoires (Charles, Elliott et al. 1999). Cela permet entre autres de 
moduler à la baisse le ratio RANKL/OPG directement impliqué dans la différenciation des 
ostéoclastes, diminuant ainsi de façon significative la résorption osseuse (Catrina, af Klint 
et al. 2006). Finalement, ces drogues induisent l’apoptose des monocytes et macrophages à 
la fois dans le liquide synovial et dans le sang périphérique des patients atteints (Catrina, 
Trollmo et al. 2005). Ce processus est donc d’une importance capitale étant donné que les 
monocytes constituent les précurseurs ostéoclastiques et que les macrophages sont les 
cellules immunes principalement responsables de la libération des cytokines pro­
inflammatoires. Finalement, les anti-TNF-a affectent un grand nombre de cellules et 
médiateurs qui jouent un rôle de premier plan dans le développement de la polyarthrite 
rhumatoïde, leur conférant ainsi une efficacité supérieure pour le traitement des effets
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néfastes de cette pathologie. Ce sont également les agents biologiques qui ont le plus grand 
potentiel de réduire les dépenses à long-terme au niveau social et médical, particulièrement 
s’ils sont utilisés pour traiter les formes précoces de la maladie lorsque les dommages 
articulaires sont minimaux (Scott, Wolfe et al. 2010). Cependant, la réticence à 
recommander ces agents comme traitement de première ligne est principalement 
économique étant donné le coût faramineux d’une telle thérapie (Simsek 2010).
5.3 L ’a d a l im u m a b
Commercialisé sous le nom d’Humira, l’adalimumab est un anti-TNF-a qui s’avère 
être efficace et sécuritaire dans le traitement de la polyarthrite rhumatoïde (Navarro- 
Sarabia, Ariza-Ariza et al. 2006). En effet, depuis sa mise en marché, environ 370 000 
patients ont été traités avec ce médicament, permettant ainsi de révéler son potentiel pour 
améliorer considérablement les symptômes de la maladie (Tak and Kalden 2011). Il est 
normalement administré de façon sous-cutanée aux deux semaines, chaque injection 
renfermant une dose de 40 mg (Navarro-Sarabia, Ariza-Ariza et al. 2006). L ’adalimumab 
est un anticorps complètement humain généré génétiquement par une technique de 
recombinaison de l’ADN, nommée le phage display (Neri, Zucchi et al. 2011). Ainsi, cet 
agent pharmacologique ne contient aucun composant non humain et aucune séquence 
peptidique humaine artificiellement fusionnée, ce qui le rend indiscernable de l’IgGl 
naturelle au niveau de la structure et de la fonction (Weisman, Moreland et al. 2003). De 
plus, il a une demi-vie semblable à celle des IgGl, soit environ 14 jours (Rau 2002). 
L’adalimumab a une forte spécificité et affinité pour le TNF-a et ne lie aucune autre 
cytokine (Keystone, Kavanaugh et al. 2004). Son mécanisme d ’action est le même que tous 
les autres anti-TNF-a, c’est-à-dire qu’il lie les molécules solubles et transmembranaires de 
TNF-a afin d’empêcher sa liaison à ses deux récepteurs, le TNFR1 et le TNFR2 (Jin, 
Chang et al. 2010). De plus, il peut induire la lyse cellulaire et l ’apoptose (Shen, Assche et 
al. 2005). Il a été démontré que le traitement de la polyarthrite rhumatoïde avec 
l’adalimumab mène à une faible activité de la maladie et à la rémission chez un
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pourcentage considérable de patients (Tak and Kalden 2011). Plusieurs études ont 
d’ailleurs démontré un effet bénéfique sur le statut fonctionnel du patient (HAQ) ainsi que 
sur l’indice d’activité de la maladie (DAS28) (Navarro-Sarabia, Ariza-Ariza et al. 2006). 
Finalement, une étude récente a démontré qu’après 1 an de traitement avec l’adalimumab, 
on pouvait observer un arrêt de l’érosion osseuse chez les patients atteints de polyarthrite 
rhumatoïde (Wijbrandts, Klaasen et al. 2009).
Ainsi, l’adalimumab semble être une thérapie de choix pour le traitement des 
maladies inflammatoires, dont la polyarthrite rhumatoïde, et possède l’avantage de 




Les ostéoclastes sont les cellules responsables de la dégradation osseuse qui 
participent activement à la destruction des articulations et des os dans la polyarthrite 
rhumatoïde. En effet, dans cette pathologie, on note un déséquilibre du remodelage osseux 
en faveur du processus de résorption assuré par une augmentation de l’activité des 
ostéoclastes causée, en grande partie, par la présence de diverses cellules pro­
inflammatoires dans les tissus synoviaux. Or, le TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire 
jouant un rôle majeur dans la pathogénèse de la polyarthrite rhumatoïde. En effet, il 
favorise Tostéoclastogénèse et contribue au processus inflammatoire observé dans la 
maladie. Par conséquent, le TNF-a devient une cible pharmacologique intéressante pour 
contrôler les dommages associés à cette pathologie. C’est ainsi que la classe des agents 
anti-TNF-a a été développé et depuis, leur efficacité clinique a maintes fois été prouvée. En 
effet, il est connu que les anti-TNF-a réduisent la destruction osseuse chez les patients 
atteints de la maladie, mais le mécanisme exact demeure à ce jour inconnu. De plus, il 
n’existe que très peu d’informations dans la littérature sur l’effet des anti-TNF-a sur la 
biologie des ostéoclastes humains. Ainsi, l’objectif principal de ce projet de recherche est 
de déterminer l’effet d’une thérapie anti-TNF-a sur le nombre de précurseurs 
ostéoclastiques présents dans le sang périphérique des patients atteints de polyarthrite 
rhumatoïde, sur Tostéoclastogénèse et l’activité des ostéoclastes in vitro avant et pendant le 
traitement. De plus, les objectifs secondaires visent à déterminer l’impact de l’ajout 
d’adalimumab exogène sur la différenciation et l’activité des ostéoclastes in vitro ainsi que 
les effets cliniques d’une thérapie avec un anti-TNF-a. Dans ce cas-ci, l’agent choisi est 
Tadalimumab, d’abord parce qu’il constitue Tanti-TNF-a le plus prescrit au sein du 
département de rhumatologie du CHUS, mais également en raison du support financier 
provenant de la compagnie qui le produit (Abbott).
Ce projet est basé sur l’hypothèse de recherche suivante d’une part, le traitement 
avec Tadalimumab chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoïde réduit le nombre de
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précurseurs ostéoclastiques en circulation, Tostéoclastogénèse et la résorption osseuse in 
vitro et, d’autre part, l’ajout de Tadalimumab exogène au milieu de culture utilisé pour la 
différenciation des ostéoclastes in vitro inhibe Tostéoclastogénèse et la résorption osseuse. 
Finalement, cette étude permet d’effectuer une corrélation entre le nombre d’ostéoclastes 
générés in vitro et les paramètres cliniques évalués, pouvant ainsi créer un aperçu d ’un 
mécanisme d’action potentiel de TAdalimumab dans la polyarthrite rhumatoïde.
MATÉRIEL ET MÉTHODES
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1. P l a n  d e  l ’é t u d e
1.1 D ev is  d e  l ’é t u d e
L’étude BROCA est une étude de pharmacologie clinique avant et après 
intervention. En effet, les divers paramètres à l’étude seront évalués avant le traitement 
avec Tadalimumab, en l’occurrence la visite d’inclusion, ainsi qu’à deux visites après le 
traitement, fixées à 3 et 6 mois après la première dose, de sorte que chaque patient sera son 
propre contrôle. Le choix des visites 3 et 6 mois après la première dose du traitement a été 
déterminé pour s’assurer que les paramètres mesurés sont stables dans le temps, mais 
également parce que le moment auquel les paramètres étudiés atteindront leur apogée sous 
l’effet du traitement n’est pas connu. La Figure 16 illustre le plan de l’étude envisagé. Les 
issues primaires sont la différence avant et après le traitement avec Tadalimumab (3 et 6 
mois) pour les paramètres suivants: le nombre de précurseurs ostéoclastiques (cellules 
CD 14+) dans le sang périphérique des patients, le nombre d’ostéoclastes générés in vitro 
ainsi que la surface osseuse résorbée in vitro. Les issues secondaires sont le nombre 
d’ostéoclastes générés et la surface osseuse résorbée in vitro pour les essais de 
différenciation en parallèle en présence d ’adalimumab exogène à une concentration 
similaire à celle retrouvée dans le plasma des patients traités afin de détecter les effets 
directs d’un tel traitement sur Tostéoclastogénèse. De plus, le score d’activité de la maladie 
(score DAS28) ainsi que les changements dans le statut fonctionnel du patient 
(questionnaire HAQ) seront évalués avant et pendant le traitement.
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Début du traitem ent 
avec l'Adalimumab
Prescription de Visite 3 mois Visite 6 mois -
l'Adalimumab- Fin de  l'é tude
Visite d'inclusion
Figure 16 : Plan de l’étude BROCA
1.2 P o pu l a t io n  à  l ’é t u d e
Le nombre de patients nécessaire pour former notre cohorte a été calculé à partir de 
la distribution et de la variance de l’issue primaire, le nombre d’ostéoclastes générés in 
vitro. Ces données ont été recueillies dans une cohorte de 51 donneurs sains précédemment 
recrutée, dont le nombre d’ostéoclastes/puits était de 601,1 ± 156,8. Avec un seuil de 
signification des tests statistiques fixé à 5% (a = 0,05) et une puissance de 80% pour 
détecter une différence d’au moins 100 ostéoclastes/puits entre les groupes (tests pairés), 
cela a conduit à un échantillon de 22 patients. Ainsi, considérant une perte potentielle de 
10% pouvant être causée par divers problèmes techniques tant au niveau clinique qu’en 
laboratoire, la taille de l’échantillon pour mener l’étude a été fixée à 25 patients.
Le critère d’inclusion principal était que le patient, âgé de plus de 18 ans, ait reçu un 
diagnostic de polyarthrite rhumatoïde satisfaisant les critères de l’ACR et une prescription 
d’adalimumab par son rhumatologue traitant au Centre Hospitalier Universitaire de 
Sherbrooke (CHUS). Les patients ayant précédemment reçu une thérapie anti-TNF-a 
différente de Tadalimumab étaient éligibles uniquement 5 demi-vies après la fin du
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traitement précédent. La médication concomitante autre que les agents biologiques était 
permise pendant la durée de l’étude et pouvait être ajustée dans le meilleur intérêt du 
patient. Ainsi, cette étude n’a pas eu d ’impact sur le traitement de la maladie par le 
rhumatologue responsable. Également, le patient désirant participer à cette étude devait 
accepter de signer le formulaire de consentement prévu à cet effet. Les patients âgés de 
moins de 18 ans, refusant de signer le formulaire de consentement ou débutant le traitement 
avec l’adalimumab moins de 5 demi-vies après l’interruption d ’un autre agent anti-TNF-a 
n’ont pas été acceptés dans l’étude. Cette étude a été approuvée par le Comité d'Éthique de 
la recherche sur l'humain du CHUS et de la Faculté de médecine et des sciences de la santé 
de l'Université de Sherbrooke.
2 . M é t h o d o l o g ie  c l in iq u e
2.1 Re c r u t e m e n t  d u  p a t ie n t  d a n s  l ’é t u d e
Les patients ayant consulté un rhumatologue au CHUS et ayant reçu un diagnostic 
de polyarthrite rhumatoïde et une prescription d’adalimumab étaient avisés de l’étude par le 
médecin traitant s’ils répondaient aux critères d’inclusion et d’exclusion établis. Un 
décompte articulaire était alors effectué par le rhumatologue afin de procéder au calcul du 
score DAS28. Si le patient désirait en apprendre davantage sur le projet, il était redirigé 
vers le Centre de recherche clinique Étienne Le-Bel (CRC) afin de rencontrer l’étudiante 
responsable de l’étude. Celle-ci procédait alors à l’explication détaillée du projet de 
recherche et si le patient acceptait de participer, il signait le formulaire de consentement 
prévu pour l ’étude. Par la suite, les données démographiques du patient était recueillies, 
telles que le sexe, l’âge, le niveau de scolarité complété, le statut de travailleur, l’ethnie, le 
nombre d’heures d’activité physique réalisée par semaine, la taille, le poids, la date du 
début de la ménopause s’il y a lieu, les antécédents personnels ainsi que familiaux de
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fractures, la consommation de tabac, la consommation d’alcool et finalement, l’évaluation 
globale de la maladie par le patient sur une échelle visuelle. Par la suite, le patient 
remplissait un questionnaire d’évaluation de l’état de santé, le HAQ, pour ultérieurement 
calculer un score permettant d’évaluer le statut fonctionnel du patient. Finalement, pour 
chacune des visites, l’infirmier procédait aux prélèvements sanguins, soit les tubes 
nécessaires au suivi habituel du patient, et ceux nécessaires pour les analyses au laboratoire 
de recherche (50 ml), de sorte qu’un échantillon sanguin par patient nous était acheminé à 
chacune de ses visites dans le cadre de l’étude. Il est à noter que les données 
démographiques, le questionnaire HAQ, l’évaluation du score DAS28 et les prélèvements 
sanguins étaient également recueillis lors de chaque visite du patient dans le cadre de 
l’étude.
3 . M é t h o d o l o g ie  e n  l a b o r a t o ir e
Lors de chaque visite, les mêmes protocoles de laboratoire étaient appliqués, 
toujours en respectant les mêmes délais afin de s’assurer de la reproductibilité des résultats 
et d’éviter les biais de manipulation technique entre chaque patient. La Figure 17 illustre le 
plan de l’étude de l’ostéoclastogénèse in vitro. D’abord, lors du jour X, c’est-à-dire lors de 
la visite d’inclusion (avant traitement), 3 mois ou 6 mois (après traitement), les précurseurs 
ostéoclastiques étaient isolés à partir du sang périphérique récolté de chaque patient et mis 
en culture. Le jour suivant, nous procédions au décompte du nombre de précurseurs 
CD 14+, l’un des paramètres principaux de cette étude. Par la suite, 21 jours après leur mise 
en culture, sous l’influence des cytokines adéquates, les monocytes s’étaient différenciés en 
ostéoclastes, ce qui nous permettait de procéder au décompte du nombre d’ostéoclastes 
matures dans chacun des puits. Finalement, au jour 31, nous réalisions des essais de 
résorption osseuse afin de déterminer l’aire résorbée par les ostéoclastes sur un disque d’os. 
Il est à noter que chacune de ces étapes est détaillée dans les sections ci-dessous.
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JourX Jourt Jour 21 Jour 31
- Mise en culture Décompte du nombre de
des monocytes précurseurs CD14+
Décompte du nombre Décompte de la
d'ostéoclastes/puits résorption osseuse
J o u r  X =  0 , 9 0  e t  1EK3 j o u r s
Figure 17 : Plan de Tostéoclastogénèse in vitro pour chacune des visites de l’étude.
3.1 I so l a t io n  des  p r é c u r s e u r s  o s t é o c l a s t iq u e s  à  pa r t ir  d u  sang  h u m a in
Cette première étape était cruciale au bon déroulement de l’étude puisqu’elle 
permettait d’isoler les précurseurs ostéoclastiques à partir des prélèvements sanguins et à 
les mettre en culture en présence de facteurs spécifiques, ce qui nous amenait, dans les 
semaines suivantes, à réaliser un décompte des ostéoclastes matures et des essais de 
résorption osseuse. Pour ce faire, le sang était récolté dans cinq tubes de 10 ml contenant 
de l’héparine de sodium (BD Vacutainer, Blood Collection Tubes) et nous était acheminé 
dans les minutes suivant le prélèvement. Le sang était d’abord versé dans un tube conique 
Falcon de 50 ml et centrifugé pendant 15 minutes à 1100 rpm. Le surnageant qui contient le 
plasma et les plaquettes était retiré avec une pipette et remplacé par du PB S IX afin d’avoir 
un volume total de 35 ml auquel 15 ml de PBS 2%/Dextran était ajouté. Le tube était alors 
mélangé délicatement par inversion et ensuite le contenu était laissé à température pièce 
pendant environ 45 minutes afin de permettre la sédimentation des globules rouges. Le 
surnageant contenant les leucocytes était par la suite déposé très délicatement sur 10 ml de 
Ficoll (GE Healthcare), préalablement prélevé avec une seringue. Le tout était alors 
centrifugé pendant 20 minutes à 1400 rpm. Ensuite, la couche nuageuse située entre les 
deux phases contenant principalement des monocytes et des lymphocytes était prélevée et
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déposée dans un nouveau tube conique auquel environ 10 ml de PBS IX était ajouté. Une 
centrifugation de 10 minutes à 1000 rpm était alors effectuée. Finalement, le culot de 
cellules au fond du tube conique était dilué dans le volume approprié de milieu a-MEM pH
7,2 complété avec 10% de foetal bovine sérum (FBS, Gibco) et 1% de
pénicilline/streptomycine. Les cellules étaient comptées à l’aide d’un hématimètre et du
6 2bleu de trypan et étaient ensemencées à une densité de 6 x 10 cellules par cm dans deux 
puits contrôles et deux puits avec de l’adalimumab exogène dans les plaques 48 puits. 
Également, elles étaient ensemencées dans deux puits contrôles et deux puits avec de 
l’adalimumab exogène en présence d’un disque d’os afin de pouvoir ultérieurement 
mesurer la résorption osseuse causée par les ostéoclastes (section 3.6). Finalement, un 
échantillon de cellules d’un volume égal à 200 pl devait être conservé dans un eppendorf 
afin d’identifier les précurseurs ostéoclastiques CD 14+ (section 3.3). 24 à 48 heures suivant 
l’ensemencement, le milieu était retiré et remplacé par du milieu a-MEM supplémenté 
additionné de 0,1 pg/ml de M-CSF (Cedarlane) et 0,16 pg/ml de RANKL (produit dans le 
laboratoire, voir section 3.2) pour les puits contrôles, et pour les puits appropriés, 0,008 
mg/ml d’adalimumab (Abbott) était ajouté. Les cellules étaient conservées à 37°C dans un 
incubateur avec 5% de CO2  pendant 21 jours, et ensuite les cellules sur les disques d’os 
étaient conservées 10 jours supplémentaires à 37°C dans un incubateur avec 10% de CO2 . 
Le milieu de culture était changé deux fois par semaine.
3.2 E x pr e s s io n  e t  pu r if ic a t io n  d u  r a n k l
Étant donné la simplicité de la méthode ainsi que la quantité abondante produite, le 
RANKL était directement fabriqué au laboratoire. Pour ce faire, le vecteur d’expression 
pGEX était préalablement transformé dans des bactéries compétentes E.coli BL21. Une 
colonie était ensuite inoculée dans des tubes contenant 5 ml de milieu LB supplémenté de 
50 pg/ml d’ampicilline afin de récolter une quantité adéquate de bactéries produisant le 
RANKL. Le tout était alors incubé avec agitation à 37°C pour la nuit. Ces cultures de
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bactéries étaient ensuite ajoutées à 500 ml de nouveau milieu LB supplémenté du même 
antibiotique et incubées avec agitation à 37°C afin d’obtenir une densité optique de 0,6 à 1 
pour une longueur d’onde de 595 nm. L’expression des protéines était induite avec 1 mM 
d’IPTG et ces cultures étaient incubées avec agitation à 22°C jusqu’au lendemain. Ensuite, 
la récolte des bactéries se faisait par centrifugation à 4°C pendant 25 minutes à 3000 rpm et 
le culot était resuspendu dans du tampon de lyse glacial (PBS IX, pH 7.4, 1% Triton X- 
100, 1/1000 CLAP, 1/1000 PMSF). Six sonications de 20 secondes chacune à 35 
d’intensité étaient effectuées sur glace afin de lyser les cellules. Le mélange était alors 
centrifugé à 4°C pendant 15 minutes à 13 000 rpm. Le surnageant était conservé et incubé 
avec rotation à 4°C pendant 30 minutes avec des billes de glutathionne-sépharose 
préalablement lavées avec du PBS IX glacial. Ensuite, les billes étaient transférées sur des 
colonnes de résine afin que le liquide puisse être élué. Également, les billes étaient lavées à 
8 reprises avec du PBS IX glacial. Chaque colonne était ensuite incubée à la température 
de la pièce pendant 20 minutes après que le tampon d’élution (glutathion réduit dans une 
solution de 50mM Tris-HCl pH 8.0) ait été ajouté. La récolte du liquide se faisait alors à 
quelques reprises et chacune des fractions obtenues était analysée par SDS-PAGE et une 
évaluation de leur contenu en protéines était effectuée. Finalement, les éluats étaient 
combinés et conservés en aliquots de 100 pl à -80°C. Des essais de différenciation sur des 
cellules humaines étaient par la suite effectués afin de vérifier l’efficacité du RANKL 
obtenu comparé à un RANKL d’origine commercial (Cedarlane). Seulement les 
préparations avec une puissance comparable à celle du RANKL commercial étaient 
utilisées.
3.3 I d e n t ific a t io n  d es  p r é c u r s e u r s  o s t é o c l a s t iq u e s  C D  14+
Afin de déterminer les effets d’une thérapie avec l’adalimumab sur le nombre de 
précurseurs ostéoclastiques en circulation, ceux-ci étaient isolés pour chacun des patients à 
l’aide du protocole décrit à la section 3.1 (Isolation des précurseurs ostéoclastiques à partir
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de sang humain) et conservés 12 à 24 heures. Par la suite, les lx l0 6 cellules dans 
Teppendorf étaient centrifugées à 1000 rpm pendant 4 minutes. Le milieu était alors retiré 
de l’eppendorf en prenant bien soin de conserver le culot de cellules qui était ensuite 
suspendu dans 100 pi de PBS IX. Il fallait alors ajouter à la noirceur 10 pL de la solution 
contenant l’anticorps contre CD14 couplé à la fluorescéine (Sigma). Le mélange était 
incubé pendant 30 minutes à la température ambiante à la noirceur, puis 1 ml de PBS IX 
était ajouté dans l’eppendorf qui était centrifugé à 500 rpm pendant 10 minutes. Le milieu 
était retiré du tube et le culot était resuspendu dans 100 pl de PBS IX. Ensuite, le nombre 
de cellules exprimant la protéine de surface CD 14, considérées comme étant les précurseurs 
ostéoclastiques, était analysé par cytométrie de flux à l’aide du Fluorescence Activated Cell 
Sorîer (FACS). Cette technique permet d’effectuer le décompte et le triage de cellules en 
suspension en se basant sur la fluorescence qu’elles émettent. Afin de limiter le nombre de 
cellules analysées et pour s’assurer que la méthode était reproductible pour chacun des 
patients, le nombre d’événements analysés a été fixé à 10 000. Ainsi, le nombre obtenu 
était exprimé en cellules CD14+/Î0 000 événements.
3.4 E s s a is  d e  d if f é r e n t ia t io n  d e s  o st é o c l a s t e s
Afin de déterminer les effets de Tadalimumab sur Tostéoclastogénèse in vitro, les 
précurseurs ostéoclastiques isolés selon le protocole décrit à la section 3.1 étaient 
ensemencés dans des plaques 48 puits et stimulés deux fois par semaine avec 0,1 pg/ml de 
M-CSF, 0,16 pg/ml de RANKL et 0,008 mg/ml d’adalimumab (lorsque cela s’appliquait). 
Après 21 jours en culture, le milieu de culture était retiré des puits et les cellules étaient 
rincées une fois avec du PBS IX. Ensuite, la présence de la phosphatase acide résistante au 
tartrate (TRAP) était détectée à l’aide d’une trousse commerciale (#387-A, Sigma). Les 
cellules étaient alors incubées en présence de cette solution à 37°C pendant 35 minutes afin 
de permettre leur coloration. Finalement, les ostéoclastes, c ’est-à-dire les cellules exprimant 
la TRAP et possédant trois noyaux ou plus, étaient comptés au microscope à un
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grossissement de 200X (aire de 0,7854 mm2) dans cinq champs différents pour chaque 
puits. Ensuite, le nombre total d’ostéoclastes était calculé selon la méthode suivante :
Nbr. d’ostéoclastes/puits= (nbr. d’ostéoclastes X 15 mmVpuits) / 0,7854 mm2
où le nombre d’ostéoclastes dans la formule fait référence à la moyenne du nombre 
d’ostéoclastes comptabilisé dans chacun des puits.
3.5 E s s a is  d e  r é so r pt io n  o s s e u s e
Finalement, afin de déterminer les effets de la thérapie avec l’adalimumab sur 
l’activité des ostéoclastes in vitro, nous mesurions l’aire résorbée par les ostéoclastes sur 
des disques d’os. Les os utilisés étaient des os longs de veau achetés à l’épicerie. La moelle 
et le tissu conjonctif étaient d’abord retirés de l’os et ce dernier était coupé en lamelles 
d’une épaisseur de 200 pm à l’aide d’une scie à basse vitesse munie d’une lame à diamant 
(Low Speed Isomet). Un poinçon était utilisé afin de créer des lamelles de 6,5 mm de 
diamètre chacune. Les lamelles d’os étaient par la suite soniquées trois fois pendant 5 
minutes afin d’assurer la dévitalisation des os. Ils étaient ensuite entreposés à -20°C. La 
veille de leur utilisation, les disques d’os étaient trempés pendant 10 minutes dans de 
l’éthanol 100% et déposés dans du milieu a-MEM supplémenté avec du FBS et de la 
pénicilline/streptomycine. Les os pouvaient être conservés ainsi dans l’incubateur à 37°C 
pendant plusieurs semaines.
Les précurseurs ostéoclastiques isolés selon le protocole décrit à la section 3.1 
étaient ensemencés sur les disques d’os préalablement préparés. Après 21 jours dans 
l’incubateur à 37°C et 5% de CO2 , ce qui permettait aux précurseurs de se différencier en 
ostéoclastes matures en présence de M-CSF et de RANKL, les puits contenant les disques 
d’os corticaux bovins étaient incubés à 37°C et à 10% de CO2 pour 10 jours 
supplémentaires afin d’augmenter l’acidité du milieu et stimuler la résorption osseuse.
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Notons que pendant ces 10 jours les os étaient toujours stimulés deux fois par semaine avec 
du M-CSF et du RANKL, avec et sans adalimumab exogène. Ensuite, le milieu était retiré 
des puits et les os étaient lavés avec du PBS IX. Ils étaient trempés 5 minutes dans du bleu 
de Toluidine 0,1% afin de permettre la coloration, puis rincés à l’eau distillée. Finalement, 
Faire de la résorption osseuse sur chacun des disques d’os était quantifiée au microscope à 
l’aide du programme Simple PCI.
3.6  A n a l y s e s  s t a t ist iq u e s
Les différences entre les sous-cohortes d’hommes et de femmes ont été analysées 
avec des tests non paramétriques pour échantillons indépendants étant donné que les 
données ne suivaient pas une distribution normale. Ainsi, des tests de Mann-Whitney et des 
tests exacts de Fisher ont été effectués, dépendamment de la nature des variables. Les 
groupes avant et après intervention ont été comparés avec des tests pairés non 
paramétriques puisqu’aucune des variables utilisées ne suivait une distribution normale. 
Ainsi, les données sont présentées sous forme de médiane avec 25e et 75e centiles. Les 
données de chacun des groupes ont été comparées avec le test de Friedman si plus de deux 
médianes étaient analysées et avec le test des rangs signés de Wilcoxon avec la correction 
de Bonferroni si deux médianes étaient analysées. Des régressions linéaires ont également 
été effectuées afin d’analyser la relation entre le nombre d ’ostéoclastes et la réponse 
clinique (scores DAS28 et M-HAQ). Les différences étaient considérées statistiquement 
significatives lorsque p < 0,05.
RÉSULTATS
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Vingt-cinq patients atteints de polyarthrite rhumatoïde ayant reçu une prescription 
d’adalimumab ont été recrutés pour cette étude et ils ont tous complété les première 
(inclusion) et deuxième (3 mois) visites. Un patient a malheureusement dû arrêter la 
médication au cours de l’étude suite à des problèmes pulmonaires et n’a pu effectuer la 
troisième (6 mois) visite. Pour ce patient, les résultats de la visite 3 mois ont été reportés 
pour la visite 6 mois. Donc, ce rapport final considérera les résultats pour les 25 patients.
1. D e s c r ip t io n  d e  l a  c o h o r t e
La Table 1 décrit les caractéristiques démographiques et cliniques de la cohorte de 
patients étudiée. Ces données ont été recueillies à la première visite de l’étude lors de 
l’inclusion du patient. Cet échantillon comprend 18 femmes et 7 hommes, la cohorte étant 
ainsi constituée principalement de femmes (72%), dont 44,4% d’entre elles sont 
ménopausées. Malgré cette inégalité, l’unique différence statistiquement significative 
existant entre les sous-groupes des hommes et des femmes est le pourcentage de fumeurs 
dans chacun des groupes. À l’exception de ce paramètre, il n’existe aucune différence 
statistiquement significative entre les sous-cohortes d’hommes et de femmes, ou entre ces 
sous-cohortes et la cohorte entière. Étant donné que les données pour chacun des 
paramètres ne suivent pas une distribution normale, des tests non paramétriques de Mann- 
Whitney ainsi que des tests exacts de Fisher ont été effectués pour s’assurer de 
l’homogénéité de la cohorte. Ainsi, l’âge moyen (avec écart-type) des patients est de 54,36 
± 12,11 ans et leur indice de masse corporelle (IMC) moyen est 27,59 ± 4,98. De plus, 20% 
des patients sont des fumeurs, alors que 36% d’entre eux sont considérés comme étant 
d’anciens fumeurs. En ce qui concerne les sous-cohortes d’hommes et de femmes pour ce 
paramètre, les tests statistiques démontrent que le pourcentage d’hommes fumeurs est
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significativement plus élevé que celui des femmes, avec une valeur p  de 0,013. Les patients 
effectuent en moyenne 6,05 ± 11,45 heures d’activité physique et prennent en moyenne 
0,85 ± 1,35 consommations d’alcool par semaine. Une consommation d ’alcool équivaut à 
une bière, un verre de vin ou une once d’alcool fort. La médication concomitante à 
Tadalimumab a également été compilée pour chacun des patients, principalement celle 
employée pour réguler un désordre osseux. Ainsi, 28% d’entre eux prennent des 
biphosphonates, 84% prennent du méthotrexate et 16% prennent de la prednisone. Il faut 
également noter que l’origine ethnique de chacun des patients a été répertoriée. Cependant, 
comme tous les patients de la cohorte étaient d’origine caucasienne, ce paramètre n’a pas 
été inclus dans les analyses.
Total Fem m es Hom m es Valeur p
Total 25 18 7 ■ ■ ■ ■
Âge, moyenne ± É.T. années (min-max) 54,36 ± 12,11 (26-73)
54,78 ± 13,08 
(26-73)
53,43 ± 9,66 
(34-62) 0,565
Ménopause (% des femmes) 44,4 44,4
IMC, moyenne ± E.T. kg/m2 27,59 ±4,98 28,24 ± 5,08 26.00 ±4,69 0,324
Fumeurs (%) 20,0 5.6 57,0 0,013
Ex fumeurs (%) 36.0 38,9 28,6 0,566
Activité physique/semaine, moyenne ± E.T. hrs 6,05 ±11.45 2,23 ±2.73 15,86 ± 18,64 0,168
Prise d’alcool, moyenne ±E.T. 
consommation/semaine 0,85 ± 1,35 0,83 ± 1,35 0,89 ± 1,44 0,950
Utilisation debisphosphonates (%) 28,0 27,8 40,0 1,000
Utilisation dumétotrexate(%) 84,0 83,3 100,0 0,534
Utilisation de prednisone (%) 16,0 16,7 14,3 1,000
Facteur dramatoïde positif (%) 56,0 50,0 71,4 0,407
Table 1 -  Caractéristiques démographiques et cliniques de la cohorte de patients.
L’indice de masse corporelle (IMC) est calculé à partir du poids et de la taille de l’individu 
(kg/m2). L’activité physique/semaine indique le nombre d’heures d’activité physique 
effectuée par semaine. Le nombre de consommation/semaine indique le nombre de 
boissons alcoolisées consommées (1 bière, 1 verre de vin ou 1 once d’alcool fort) par 
semaine. Les cases grises signifient que le calcul du pourcentage ou de la valeur p  ne 
s’applique pas à la situation.
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2 . I s s u e s  P r im a ir e s
2.1 L e  n o m b r e  d e  pr é c u r s e u r s  o s t é o c l a s t iq u e s
Les précurseurs ostéoclastiques sont considérés comme des cellules mononucléées 
du sang périphérique exprimant la protéine de surface CD14 et sont comptabilisés à l’aide 
du FACS. Étant donné que les valeurs ne suivent pas une distribution normale, le test non 
paramétrique de Friedman a été effectué afin de déterminer s’il existait une différence entre 
les médianes pour chacune des visites. Les médianes avec 25e et 75e centiles obtenues pour 
ce paramètre sont 1013,0 (722,0 , 1807,0), 1194,0 (871,0 , 1672,5) et 1093,0 (541,5 ,
1614,0) cellules CD 14+ pour les visites d’inclusion, 3 mois et 6 mois respectivement 
(Figure 18). Comme en témoigne ce graphique, le traitement avec l’adalimumab ne semble 
pas avoir d’effet sur le nombre de précurseurs ostéoclastiques dans le sang périphérique des 
patients pour aucun des points étudiés puisqu’aucune différence significative n ’a été 
détectée entre les visites, la valeur p  étant de 0,246. Par ailleurs, la Figure 19, qui décrit la 
distribution du nombre de cellules CD 14+ pour chacun des patients à chaque visite, 
démontre bien le fait que la distribution du nombre de précurseurs ostéoclastiques demeure 












Figure 18: Nombre de précurseurs ostéoclastiques CD14+ pour chaque visite de 
l’étude.
Les médianes sont 1013,0 (722,0 , 1807,0) cellules CD14+ pour la visite d’inclusion, 
1194,0 (871,0 , 1672,5) cellules CD14+ pour la visite 3 mois et 1093,0 (541,5 , 1614,0) 
cellules CD14+ pour la visite 6 mois. La différence entre les médianes n’est pas 
statistiquement significative, avec une valeur p  de 0,246 (Test de Friedman). n= 25. Les 
médianes avec (25e centile , 75e centile) sont présentées.
0 3 6
Temps (mois)
Figure 19: Distribution du nombre de cellules CD14+ pour chaque patient à chacune 
des visites de l’étude.
2.2 L e  n o m b re  d ’o s t é o c l a s t e s  g é n é r é s  in  v i t r o
Les ostéoclastes sont dérivés des cellules mononucléées du sang périphérique 
cultivées in vitro pendant 21 jours sous l’influence du M-CSF et du RANKL. La 
visualisation au microscope permet par la suite de comptabiliser les ostéoclastes, soit les 
cellules ayant trois noyaux ou plus et exprimant la TRAP, une enzyme sécrétée par ce type 
cellulaire servant couramment de marqueur d’identification. Comme les valeurs ne suivent 
pas une distribution normale, un test de Friedman a été effectué afin de déterminer s’il 
existait une différence entre les médianes pour chacune des visites. Les médianes avec 25e 
et 75e centiles sont 220,0 (109,5 , 389,5), 201,0 (38,0 , 387,0) et 58,0 (19,0 , 386,5) 
ostéoclastes/puits pour les visites d’inclusion, 3 mois et 6 mois respectivement (Figure 20). 
Tel qu’en témoigne ce graphique, le traitement avec l ’adalimumab n’a pas d’impact 
statistiquement significatif sur le nombre d’ostéoclastes générés in vitro, avec une valeur p
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de 0,438. Cependant, il est possible d’observer une tendance vers une diminution pour ce 
paramètre à la visite 6 mois. La Figure 21 représente la distribution du nombre 
d’ostéoclastes/puits pour chaque patient à chacune des visites, démontrant ainsi que la 
plupart des patients semblent avoir un potentiel de générer des ostéoclastes in vitro moins 
élevé à la visite 6 mois comparativement à la visite d ’inclusion.
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Figure 20: Nombre d’ostéoclastes/puits pour chaque visite de l’étude.
Les médianes sont 220,0 (109,5 , 396,5) ostéoclastes/puits pour la visite d’inclusion, 201,0 
(38,0 , 387,0) ostéoclastes/puits pour la visite 3 mois et 58,0 (19,0 , 386,5) 
ostéoclastes/puits pour la visite 6 mois. La différence entre tes médianes n’est pas 
statistiquement significative, avec une valeur p  de 0,438 (Test de Friedman). n= 25. Les 
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Figure 21: Distribution du nombre d’ostéoclastes/puits pour chaque patient à chacune 
des visites de l’étude.
Il est à noter que les valeurs sont représentées sous forme de logarithme en base 10 pour 
faciliter l’interprétation des résultats.
2.3 L a  s u r f a c e  r é s o r b é e  i n  v i t r o
L’aire de résorption a été calculée avec le programme informatique Simple PCI sur 
la surface totale d’un disque d’os incubé 10 jours en milieu acide et en présence 
d’ostéoclastes matures. Encore une fois, comme les valeurs ne suivent pas une distribution 
normale, le test non paramétrique de Friedman a été utilisé afin de déterminer s’il existe 
une différence entre les médianes pour chacune des visites. Les médianes avec 25e et 75e 
centiles sont 21466,0 (0,0 , 855844,1) pm2, 0,0 (0,0 , 411915,0) pm2 et 0,0 (0,0 , 0,0) pm2 
pour les visites d’inclusion, 3 mois et 6 mois respectivement (Figure 22). Sur ce graphique, 
nous pouvons observer une forte tendance vers une diminution de la surface résorbée pour 
les visites 3 et 6 mois, malgré le fait que les différences observées ne soient pas 
statistiquement significatives comparativement à la visite d’inclusion (avant
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l’administration du traitement). Cependant, il est important de noter que la valeur p  
associée à ce paramètre est de 0,057, soit très près du seuil de signification. Également, il 
est intéressant de constater que les médianes de la surface résorbée des visites 3 mois et 6 
mois est de 0,0 pm2, indiquant une résorption osseuse quasi inactive. D’ailleurs, la Figure 
23 présente la distribution de la surface résorbée pour chacun des patients à chaque visite 
de l’étude, démontrant clairement que la quasi-totalité d’entre eux ont une surface résorbée 
très faible à 3 et 6 mois après la première injection de Padalimumab comparativement à la 














Figure 22: Aire résorbée pour chacune des visites de l’étude.
Les médianes sont 21466,0 (0,0 , 855844,1) pm2 pour la visite d’inclusion, 0,0 (0,0 ,
411915,0) pm2 pour la visite 3 mois et 0,0 (0,0 , 0,0) pm2 pour la visite 6 mois. La 
différence entre les médianes n’est pas statistiquement significative, avec une valeur p  de 












Figure 23: Distribution de l’aire résorbée pour chaque patient à chacune des visites de 
l’étude.
3 . I s s u e s  S e c o n d a ir e s
3.1 Le q u e s t io n n a ir e  HAQ
Tel que mentionné précédemment (section 3.3.2 de l ’introduction), le score calculé 
à partir du questionnaire HAQ permet d’évaluer le statut fonctionnel du patient. Ainsi, plus 
le score est élevé, plus la polyarthrite rhumatoïde dont souffre le patient l’incommode dans 
sa vie quotidienne. Étant donné que les valeurs ne suivent pas une distribution normale, un 
test non paramétrique de Friedman a été utilisé afin de déterminer s’il existe une différence 
significative entre les médianes pour chacune des visites. Les médianes avec 25e et 75e 
centiles sont 1,4 (0,8 , 1,9), 1,0 (0,3 , 1,7) et 0,8 (0,0 , 1,8) pour les visites d’inclusion, 3 
mois et 6 mois respectivement (Figure 24). Ainsi, nous pouvons observer qu’il existe une 
différence significative entre les médianes du score HAQ pour chacune des visites, avec
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une valeur p  de 0,005. Des tests des rangs signés de Wilcoxon avec une correction de 
Bonferroni ont par la suite été effectués. Ceci a donc permis d’observer qu’il existe une 
diminution significative du score HAQ entre la visite d’inclusion (avant intervention) et la 
visite 6 mois (après intervention), avec une valeur p  de 0,006. Ainsi, le traitement pendant 6 
mois améliore significativement le statut fonctionnel du patient, lui permettant d’effectuer 







Figure 24: Score HAQ pour chacune des visites de l’étude.
Les médianes sont 1,4 (0,8 , 1,9) pour la visite d’inclusion, 1,0 (0,3 , 1,7) pour la visite 3 
mois et 0,8 (0,0 , 1,8) pour la visite 6 mois. La différence entre les médianes est 
statistiquement significative avec une valeur p  de 0,005 (Test de Friedman). Des tests des 
rangs signés de Wilcoxon avec des corrections Bonferroni ont été effectués et les médianes 
de la visite d’inclusion et de la visite 6 mois sont statistiquement différentes avec une 
valeur p  de 0,006. n= 25. Les médianes avec (25e centile, 75e centile) sont présentées.
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3.2 Le sc o r e  DAS28
Le score DAS28 permet d’évaluer l’indice d’activité de la polyarthrite rhumatoïde 
chez le patient. Ce score est basé sur un calcul particulier faisant intervenir différents 
paramètres (section 3.3.2 de l’introduction). Puisque les données ne sont pas normalement 
distribuées, un test de Friedman a été utilisé afin de déterminer l ’existence d’une différence 
significative entre les médianes. Les médianes avec les 25e et 75e centiles sont 5.0 (3,5 , 
5,7), 3,2 (2,1 , 4,2) et 2,9 (1,8 , 3,7) pour les visites d’inclusion, 3 mois et 6 mois 
respectivement (Figure 25). Le test de Friedman a permis de déterminer qu’il existe une 
différence statistiquement significative entre les médianes, avec une valeur p  de 0,00017. 
Afin de déterminer les médianes impliquées, des tests des rangs signés de Wilcoxon avec 
des corrections de Bonferroni ont été effectués. Ainsi, il existe une diminution significative 
entre les médianes de la visite d’inclusion et de la visite 3 mois (p = 0,0008), et également 
entre les médianes de la visite d’inclusion et de la visite 6 mois (p = 0,0017), suggérant une 
amélioration de l’activité de la maladie après seulement 3 mois de traitement avec 
l’adalimumab. Par ailleurs, un score DAS28 < 2,6 indique que le patient atteint de la 
polyarthrite rhumatoïde est en rémission. La Table 2 représente le pourcentage de patients 
en rémission pour chacune des visites. Ainsi, à la visite d’inclusion, c’est-à-dire avant le 
traitement avec l’adalimumab, le pourcentage de patients en rémission est plutôt faible, soit 
de 8%. Après le traitement, le pourcentage de patients en rémission augmente 
considérablement. Ainsi, à la visite 3 mois il y a 32% de patients ayant atteint la rémission, 
alors qu’à la visite 6 mois il y en a 40%, soit presque la moitié de la cohorte qui ont atteint 
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Figure 25: Score DAS28 pour chaque visite de l’étude.
Les médianes sont 5,0 (3,5 , 5,7) pour la visite d’inclusion, 3,2 (2,1 , 4,2) pour la visite 3 
mois et 2,9 (1,8 , 3,7) pour la visite 6 mois. La différence entre les médianes est 
statistiquement significative avec une valeur p  de 0,00017 (Test de Friedman). Des tests des 
rangs signés de Wilcoxon ont été effectués et les médianes des visites d’inclusion et 3 mois 
sont significativement différentes avec une valeur p  de 0,0008. Également, les médianes 
des visites d’inclusion et 6 mois sont statistiquement différentes avec une valeur p  de 
0,0017. n= 25. Les médianes avec (25e centile, 75e centile) sont présentées.
Inclusion 3 mois 6 mois
% de patients en rémission 8 32 40
Table 2 : Pourcentage de patients en rémission pour chacune des visites de l’étude.
La rémission est définie par un score DAS28 < 2,6.
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4 . R e l a t i o n  e n t r e  l e  n o m b r e  d ’o s t é o c l a s t e s  g é n é r é s  i n  v i t r o  à  l a  v i s i t e  
d ’ i n c l u s i o n  e t  l a  r é p o n s e  c l i n i q u e  à  l a  VISITE 6  MOIS
4.1 C l a sse m e n t  d es  pa t ie n t s  en  h a u t s  e t  b a s  d if fé r e n t ia t e u r s
Précédemment dans le laboratoire, nous avons recruté une cohorte de donneurs 
sains afin d’évaluer la distribution de l’ostéoclastogénèse dans une population. Cette 
cohorte était constituée de 105 donneurs sains, dont 45 hommes et 60 femmes. La moyenne 
d’âge (avec écart-type) de la cohorte était de 58,9 ± 8,1 ans. Le nombre d’ostéoclastes 
générés in vitro à partir de culture de monocytes en présence de M-CSF et RANKL pendant 
21 jours a été répertorié pour chaque individu. Ainsi, la Figure 26 représente le nombre 
d’ostéoclastes/puits générés in vitro pour chacun des donneurs sains de la cohorte. À la vue 
de ce graphique, il est possible de constater que les individus semblent se disperser selon 
deux groupes distincts, soit ceux qui génèrent beaucoup d’ostéoclastes et ceux qui en 
génèrent peu. Ainsi, nous avons émis l’hypothèse qu’il existait deux groupes de 
différenciateurs. Nous avons donc choisi arbitrairement la médiane du nombre 
d’ostéoclastes/puits afin de diviser la cohorte en ces deux groupes. Cette médiane étant 
égale à 348 ostéoclastes/puits, les individus générant un nombre > 348 ostéoclastes/puits 
étaient considérés comme des hauts différenciateurs, alors que ceux ayant un nombre < 348 
ostéoclastes/puits étaient considérés comme des bas différenciateurs. Par la suite, nous 
avons recruté une cohorte de 20 donneurs sains afin de visualiser la distribution de 
l’ostéoclastogénèse dans le temps. Cette cohorte était constituée de 12 femmes et 8 
hommes et la moyenne d’âge (avec écart-type) était 33,5 ± 10,7 ans. Le nombre 
d’ostéoclastes générés in vitro a été répertorié pour ces individus, dans les mêmes 
conditions expérimentales, sur une période de trois semaines à la fréquence d ’une visite par 
semaine. La Figure 27 montre le nombre d’ostéoclastes/puits pour chaque donneur sain de 
cette dernière cohorte pour chacune des visites. En la divisant initialement en deux groupes, 
soit en haut et bas différentiateurs, nous avons constaté que 17 donneurs restaient dans leur 
groupe initial de la visite 1 à la visite 3. Un donneur a initialement été classé en bas
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différenciateur, passé en haut différenciateur à la deuxième visite pour finalement retourner 
dans le groupe des bas différenciateurs à la visite 3. Deux autres sont passés du groupe de 
bas différenciateurs aux visites 1 et 2 vers le groupe de hauts différenciateurs à la visite 3. 
Un test analytique de McNemar a été utilisé et a confirmé qu’il n’existait aucune différence 
significative entre la classification en haut ou bas différenciateur entre les visites (Durand, 
Boire et al. 2011).
Ainsi, nous avons décidé de diviser la présente cohorte de 25 patients avec 
polyarthrite rhumatoïde prenant l’adalimumab en deux sous-groupes, soit les hauts et bas 
différenciateurs, en s’appuyant toujours sur la médiane de 348 ostéoclastes/puits 
précédemment établie. Cette division nous a permis de classer 17 patients comme étant des 
bas différenciateurs et 8 comme étant des hauts différenciateurs. Ensuite, nous avons 
déterminé l’évolution du score DAS28 chez les patients classés initialement comme hauts 
et bas différenciateurs (Figure 28). Pour le groupe des bas différenciateurs, les médianes 
avec 25e et 75e centiles des score DAS28 étaient 4,85 (3,55 , 5,71) pour la visite 
d’inclusion, 3,14 (1,82 , 4,20) pour la visite 3 mois et 3,04 (1,68 , 4,13) pour la visite 6 
mois. En ce qui concerne le groupe des hauts différenciateurs, les médianes du score 
DAS28 avec 25e et 75e centiles étaient 5,08 (3,37 , 5,55), 3,32 (2,40 , 4,79) et 2,87 (2,14 , 
3,23) pour les visites d’inclusion, 3 mois et 6 mois respectivement. Des tests des rangs 
signés de Wilcoxon ont par la suite été effectués et ont démontré qu’il n ’existe aucune 
différence statistiquement significative entre les médianes des bas et hauts différenciateurs, 
pour chacune des visites de l’étude avec des valeurs p  de 0,263, 0,484 et 0,484 
respectivement. Ainsi, le fait d’être initialement classé haut ou bas différenciateur ne 
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Figure 26 : Nombre d’ostéoclastes générés in vitro pour chaque individu d’une cohorte 
de donneurs sains.
Les médianes avec les interquartiles sont présentées. Des tests de Mann-Whitney ont été 
utilisés et ont démontré qu’il n’existe aucune différence significative entre les hommes et 
les femmes pour chacun des paramètres testés, n = 105. Figure tirée de Durand, M., G. 
Boire, et al. (2011). "The increased in vitro osteoclastogenesis in patients with rheumatoid 
arthritis is due to increased percentage o f precursors and decreased apoptosis - the In Vitro 
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Figure 27 : Nombre d’ostéoclastes générés in vitro pour une cohorte prospective de 
donneurs sains.
Le nombre d’ostéoclastes/puits a été quantifié pour chaque individu sur une période de trois 
semaines. La visite 1 correspond à la valeur de la première semaine, la visite 2 à celle de la 
deuxième semaine et la visite 3 à la valeur de la troisième semaine. Les individus ont été 
classés comme étant des hauts ou bas différenciateurs. Le test de McNemar a démontré 
qu’il n’existe aucune différence significative dans la classification initiale des individus en 
hauts ou bas différenciateurs. n = 20. Figure tirée de Durand, M., G. Boire, et al. (2011). 
"The increased in vitro osteoclastogenesis in patients with rheumatoid arthritis is due to 
increased percentage of precursors and decreased apoptosis - the In Vitro Osteoclast 
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Figure 28 : Évaluation du score DAS28 chez les patients classés initialement comme 
hauts et bas différenciateurs.
Les médianes sont 4,85 (3,55 , 5,71) pour les bas différenciateurs et 5,08 (3,37 , 5,55) pour 
les hauts différenciateurs à la visite d’inclusion, 3,14 (1,82 , 4,20) pour les bas 
différenciateurs et 3,32 (2,40 , 4,79) pour les hauts différenciateurs à la visite 3 mois et 3,04 
(1,68 , 4,13) pour les bas différenciateurs et 2,87 (2,14 , 3,23) pour les hauts 
différenciateurs à la visite 6 mois. La différence entre les médianes des bas et hauts 
différenciateurs pour chaque visite n ’est pas statistiquement significative avec des valeurs p  
de 0,263, 0,484 et 0,484 respectivement (Test des rangs signés de Wilcoxon). n = 25. Les 
médianes avec (25e centile, 75e centile) sont présentées.
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4.2 R e l a t i o n  e n t r e  l e  n o m b r e  d ’o s t é o c l a s t e s  g é n é r é s  in  v i t r o  e t  l a  r é p o n s e  
c l i n iq u e  ( S c o r e s  DAS28 e t  HAQ)
Par la suite, nous voulions déterminer s’il existait une relation entre le nombre 
d’ostéoclastes générés in vitro et la réponse clinique. Pour ce faire, des régressions linéaires 
ont été performées pour évaluer la relation de la différence entre le nombre 
d’ostéoclastes/puits à la visite d’inclusion et à la visite 6 mois en fonction de la différence 
pour le score DAS28 ou le score HAQ à la visite d’inclusion et à la visite 6 mois. Comme 
nous pouvons l’observer à la Figure 29, la relation pour la différence entre le nombre 
d’ostéoclastes/puits à la visite d’inclusion et la visite 6 mois et la différence entre le score 
HAQ à la visite d’inclusion et la visite 6 mois est statistiquement significative, avec une 
valeur p  de 0 ,0416 . La relation négative entre les deux paramètres suggère qu’une 
diminution du nombre d’ostéoclastes générés in vitro est associée à un meilleur score HAQ 
dans cette cohorte. D’un autre côté, la relation pour la différence entre le nombre 
d’ostéoclastes/puits à la visite d’inclusion et la visite 6 mois et la différence entre le score 
DAS28 à la visite d’inclusion et la visite 6 mois n’est pas statistiquement significative, avec 
une valeur p  de 0,4766  (Figure 30). Cependant, nous pouvons observer une tendance 
négative similaire à celle obtenue avec le score HAQ, sans toutefois atteindre le seuil de 
signification pour ce paramètre.
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Figure 29 : Relation entre le nombre d’ostéoclastes générés in vitro et le questionnaire 
HAQ.
La relation entre les deux paramètres est statistiquement significative avec une valeur p  de 
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Figure 30 : Relation entre le nombre d’ostéoclastes générés in vitro et le score DAS28.
La relation entre les deux paramètres n’est pas statistiquement significative, avec une 
valeur p  de 0,4766 (Régression linéaire), n = 25.
5 . E x p é r ie n c e s  e n  p a r a l l è l e
5.1 L e n o m b r e  d ’o s t é o c l a s t e s  g é n é r é s  in  v i t r o
Parallèlement aux expériences effectuées pour déterminer le nombre d’ostéoclastes 
générés in vitro, de l’adalimumab exogène à une concentration similaire à celle observée in 
vivo (0,008 mg/ml) était ajouté au milieu de culture afin de déterminer ses effets directs sur 
la différenciation des ostéoclastes. Ainsi, les résultats obtenus sans l’ajout d’adalimumab au 
milieu de culture (groupe contrôle) étaient comparés avec ceux obtenus suite à l ’ajout de
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Padalimumab exogène (groupe adalimumab) pour chacun des patients à chaque visite. Les 
médianes avec 25e et 75e centiles sont 220,0 (109,5 , 396,5) ostéoclastes/puits pour les 
cellules contrôles et 153,0 (67,0 , 415,5) ostéoclastes/puits pour les cellules traitées avec 
Padalimumab in vitro pour la visite d’inclusion; 201,0 (38,0 , 387,0) ostéoclastes/puits pour 
les cellules contrôles et 153,0 (57,0 , 573,0) ostéoclastes/puits pour les cellules traitées avec 
Padalimumab in vitro pour la visite 3 mois; 58,0 (19,0 , 386,5) ostéoclastes/puits pour les 
cellules contrôles et 277,0 (86,0 , 539,5) ostéoclastes/puits pour les cellules traitées avec 
Padalimumab in vitro pour la visite 6 mois (Figure 31). Un test des rangs signés de 
Wilcoxon a été effectué afin de déterminer s’il existait une différence entre les médianes du 
nombre d’ostéoclastes/puits pour le groupe contrôle et le groupe adalimumab à la visite 
d’inclusion. La différence s’est avérée non significative avec une valeur p  de 0,134. Ce test 
des rangs signés de Wilcoxon a été répété pour comparer les médianes des deux groupes 
pour les visites 3 mois et 6 mois et, encore une fois, il a été impossible de trouver une 
différence significative pour ces deux visites, avec des valeurs p  de 0,456 et 0,218 
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Figure 31: Nombre d’ostéoclastes/puits pour les cellules contrôles et celles traitées in 
vitro avec l’adalimumab pour chaque visite de l’étude.
Les médianes sont 220,0 (109,5 , 396,5) ostéoclastes/puits pour les cellules contrôles et
153.0 (67,0 , 415,5) ostéoclastes/puits pour celles traitées avec l’adalimumab in vitro pour 
la visite d’inclusion; 201,0 (38,0 , 387,0) ostéoclastes/puits pour les cellules contrôles et
153.0 (57,0 , 573,0) ostéoclastes/puits pour celles traitées avec l’adalimumab in vitro pour 
la visite 3 mois; 58,0 (19,0 , 386,5) ostéoclastes/puits pour les cellules contrôles et 277,0 
(86,0, 539,5) ostéoclastes/puits pour celles traitées avec l’adalimumab in vitro pour la visite 
6 mois. Les différences entre les médianes ne sont pas statistiquement significatives avec 
des valeurs p  de 0,134, 0,456 et 0,218 respectivement (Tests des rangs signés de 
Wilcoxon). n= 25. Les médianes avec (25e centile, 75e centile) sont présentées.
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5.2 L a  s u r f a c e  r é s o r b é e  in  v i t r o
Également, ces expériences en parallèle avec de l’adalimumab exogène ajouté au 
milieu de culture ont été effectuées pour le paramètre de la résorption osseuse afin de 
déterminer l ’effet direct d’un tel traitement sur l’activité des ostéoclastes. Ainsi, encore une 
fois, les résultats de la résorption osseuse du groupe contrôle (sans adalimumab ajouté) ont 
été comparés avec ceux obtenus pour le groupe adalimumab (avec l’adalimumab ajouté au 
milieu de culture in vitro). Les médianes avec 25e et 75e centiles sont 21466,0 (0,0 , 
855844,1) pm2 pour les cellules contrôles et 125983,5 (0,0 , 1146389,0) pm2 pour celles 
traitées avec Padalimumab in vitro à la visite d’inclusion; 0,0 (0,0 , 411915,0) pour les 
cellules contrôles et 0,0 (0,0 , 419528,1) pm2 pour celles traitées avec l’adalimumab in 
vitro pour la visite 3 mois; 0,0 (0,0 , 0,0) pm2 pour les cellules contrôles et 0,0 (0,0 , 0,0) 
pm2 pour celles traitées avec l’adalimumab in vitro pour la visite 6 mois (Figure 32). Des 
tests des rangs signés de Wilcoxon ont été performés pour déterminer s’il existe une 
différence entre les médianes de l’aire résorbée pour les deux groupes, à chaque visite de 
l’étude. Ainsi, aucune différence statistiquement significative n’a été trouvée pour les 
visites d’inclusion, 3 mois et 6 mois avec des valeurs p  de 0,408, 0,679 et 0,612 
respectivement. L ’ajout de l’adalimumab exogène ne semble donc pas avoir d ’impact direct 
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Figure 32: Aire de résorption pour les cellules contrôles et pour celles traitées in vitro 
avec l’adalimumab pour chaque visite de l’étude.
Les médianes sont 21466,0 (0,0 , 855844,1) um2 pour les cellules contrôles et 125983,5 
(0,0 , 1146389,0) um2 pour celles traitées in vitro avec l’adalimumab pour la visite 
d’inclusion; 0,0 (0,0 , 411915,0) um2 pour les cellules contrôles et 0,0 (0,0 , 419528,1) um2 
pour celles traitées in vitro avec l’adalimumab pour la visite 3 mois; 0,0 (0,0 , 0,0) um2 
pour les cellules contrôles et 0,0 (0,0 , 0,0) um2 pour celles traitées avec l ’adalimumab in 
vitro pour la visite 6 mois. Les différences entre les médianes ne sont pas statistiquement 
significatives, avec des valeurs p  de 0,408, 0,679 et 0,612 respectivement (Tests des rangs 
signés de Wilcoxon). n= 25. Les médianes avec (25e centile, 75e centile) sont présentées.
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DISCUSSION
La polyarthrite rhumatoïde est une maladie auto-immune caractérisée par une 
inflammation articulaire chronique et progressive. Dans cette pathologie, l’infiltration de 
cellules inflammatoires et la prolifération des cellules synoviales mènent à la formation 
d’un pannus qui produit des médiateurs pro-inflammatoires, menant directement à la 
destruction du cartilage et des os (Goldring 2008). Ces dommages articulaires sont causés 
principalement par les ostéoclastes, des cellules spécialisées dans la dégradation de la 
matrice osseuse provenant de la lignée des cellules souches hématopoïétiques. Plus 
particulièrement, les dommages observés sont dépendants de l’abondance du RANKL dans 
le milieu articulaire, une molécule clé directement impliquée dans la différenciation et 
l’activation des ostéoclastes (Smith, Smith et al. 2011). Par ailleurs, plusieurs autres 
facteurs et cytokines produits par les tissus synoviaux sont connus pour avoir la capacité 
d’induire la différenciation des précurseurs ostéoclastiques en ostéoclastes matures. D’une 
part, ces molécules peuvent agir de façon directe sur les précurseurs ou les ostéoclastes 
matures et, d’autre part, de façon indirecte sur les cellules de la lignée ostéoblastique, 
généralement pour accentuer leur production de RANKL (Gravallese 2002). Parmi celles- 
ci, il y a notamment le TNF-a, une cytokine pro-inflammatoire qui joue un rôle intégral 
dans la progression de l’inflammation synoviale et dans la dégradation osseuse. En effet, 
cette cytokine augmente la production d’autres cytokines pro-inflammatoires, stimule les 
cellules endothéliales à exprimer des molécules d’adhésion pour attirer les leucocytes dans 
les articulations atteintes, accélère la production de métalloprotéinases par les macrophages 
et les ostéoclastes, en plus de supprimer la synthèse des protéoglycans du cartilage (Choy 
and Panayi 2001). Ainsi, la découverte qu’une quantité abondante de TNF-a libéré 
principalement par les macrophages synoviaux cause des dommages articulaires allant 
jusqu’à l’érosion osseuse a conduit au développement de plusieurs inhibiteurs afin de 
bloquer les effets dévastateurs de cette cytokine dans la polyarthrite rhumatoïde (Vinay and 
Kwon 2012). Cependant, malgré leur efficacité à réduire les dommages articulaires chez les 
patients atteints de cette pathologie, le mécanisme exact n’en demeure pas moins inconnu et 
il n’existe que très peu d’informations sur le rôle des agents anti-TNF-a sur la biologie des
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ostéoclastes humains. De ce fait, cette étude a été mise sur pied dans le but de déterminer 
l’impact d’une thérapie anti-TNF-a sur les ostéoclastes chez les patients atteints de 
polyarthrite rhumatoïde.
Pour ce faire, 25 patients atteints de polyarthrite rhumatoïde et ayant reçu une 
prescription d’adalimumab, un anti-TNF-a, ont été recrutés. Ces patients étaient par la suite 
suivis sur une période de 6 mois durant laquelle ils prenaient leur traitement anti-TNF-a. 
Au cours de cette période, ces individus devaient participer à trois rencontres dans le cadre 
de l’étude; une visite d’inclusion (avant le début du traitement), une visite 3 mois ainsi 
qu’une visite 6 mois après le début du traitement. Pour chacune de ces visites, 50 ml de 
sang était prélevé afin de procéder à quelques analyses en laboratoire, telles que la 
détermination du nombre de précurseurs ostéoclastiques dans le sang périphérique du 
patient, le nombre d’ostéoclastes générés in vitro ainsi que la résorption osseuse in vitro. 
De plus, le médecin traitant procédait à l’évaluation du score DAS28 et le patient devait 
remplir le questionnaire HAQ.
La cohorte de patients BROCA a été sélectionnée conformément aux critères 
acceptés internationalement pour le diagnostic de la polyarthrite rhumatoïde. L’échantillon 
a été fixé à 25 individus suite à un calcul effectué en fonction de la variance du nombre 
d’ostéoclastes générés in vitro chez un groupe d’individus sains recruté bien avant le début 
de cette présente étude. En observant les caractéristiques démographiques de cette cohorte, 
il est possible de constater qu’elle est plutôt homogène. Certes, il y a une prédominance de 
femmes (72%), pour la plupart ménopausées (44,4%), mais il est reconnu que le risque de 
développer la polyarthrite rhumatoïde est plus élevé chez les femmes (Mclnnes and Schett 
2011). En ce qui concerne le haut pourcentage de femmes ménopausées dans la présente 
cohorte, ceci peut facilement être expliqué par la moyenne d’âge relativement élevée dans 
ce sous-groupe d’individus (54,78 ± 13,08 ans). L ’évaluation des autres paramètres nous 
confirme qu’il n’existe aucune différence statistiquement significative entre les sous- 
cohortes d’hommes et de femmes, ou entre ces sous-cohortes et la cohorte entière, à
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l’exception de l’usage de la cigarette, qui semble être une habitude plus fréquente chez les 
hommes dans cette cohorte. Ces résultats ont fréquemment été rapportés dans d ’autres 
cohortes étant donné que l’usage de la cigarette chez les patients atteints de la polyarthrite 
rhumatoïde a mainte fois été associé à la sévérité de la maladie. En effet, il a été démontré 
que les fumeurs ont un risque plus élevé de développer des manifestations extra articulaires 
(nodules, vasculites), possèdent un score HAQ plus élevé et ont des dommages articulaires 
plus sévères, suggérant que la cigarette engendre des effets néfastes sur la progression, la 
qualité de vie et la capacité fonctionnelle des patients qui en font l’usage (Baka, Buzâs and 
Nagy 2009). Cependant, en ce qui a trait au sexe, certaines études ont démontré que ce 
facteur environnemental était associé à une forme plus sévère de la maladie uniquement 
chez les hommes (Krishnan, Sokka and Hannonen 2002), alors que d’autres ont contredit 
ces résultats en observant une association également chez les femmes (Voigt, Koepsell et 
al. 1994).
L’objectif principal de cette étude était d’évaluer les effets d’une thérapie anti-TNF- 
a sur le nombre de précurseurs ostéoclastiques dans le sang périphérique des patients 
atteints de la polyarthrite rhumatoïde, l’ostéoclastogénèse in vitro ainsi que l’activité de 
résorption avant et pendant leur traitement avec l’adalimumab sur une période de 6 mois. 
La détermination du nombre de précurseurs ostéoclastiques s ’est effectuée à l’aide de la 
cytométrie de flux, considérant positives les cellules qui exprimaient la protéine de surface 
CD14. Le choix de ce marqueur d’identification repose sur le fait qu’il a mainte fois été 
démontré que les précurseurs ostéoclastiques dérivent des monocytes positifs pour le 
CD 14. De plus, cette protéine de surface est spécifique aux précurseurs ostéoclastiques, 
contrairement à d’autres marqueurs spécifiques, tel que le RANK et le c-fms, qui sont 
également exprimés chez les ostéoclastes matures (Sorensen, Henriksen et al. 2006). D’un 
autre côté, les précurseurs ostéoclastiques préalablement isolés étaient mis en culture en 
présence de M-CSF et de RANKL pendant 21 jours afin de permettre leur différenciation 
en ostéoclastes matures. A la fin de cette période d’incubation, les cellules possédant trois 
noyaux ou plus et exprimant la TRAP était comptabilisées afin de déterminer le nombre 
d’ostéoclastes générés in vitro. Également, certaines cellules étaient incubées en présence
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d’un disque d’os, ce qui permettait, après 30 jours d’incubation en présence de ces mêmes 
cytokines, de déterminer l’aire résorbée sur chacun de ces disques pour ainsi vérifier 
l’activité ostéoclastique in vitro. Malheureusement, aucun effet statistiquement significatif 
du traitement avec l’adalimumab sur ces trois issues primaires n’a pu être détecté dans la 
présente cohorte. Cependant, il est important de noter que contrairement aux précurseurs 
ostéoclastiques, il est possible d ’observer une tendance vers une diminution entre les visites 
pour le nombre d’ostéoclastes et la résorption osseuse générés in vitro. En effet, le nombre 
d’ostéoclastes diminue considérablement à la visite 6 mois alors qu’il est possible de 
remarquer une forte diminution de l’aire résorbée pour les visites 3 et 6 mois, ayant toutes 
deux des médianes égales à 0 pm2. Dans le cas de ces deux paramètres, la technique utilisée 
afin de faire différencier les précurseurs ostéoclastiques en ostéoclastes matures pourrait 
affecter les résultats. En effet, notre préparation cellulaire contient certes des monocytes 
positifs pour le CD 14, mais également bon nombre de lymphocytes, ce qui pourrait atténuer 
la différenciation des précurseurs en ostéoclastes matures. En effet, une étude a démontré 
qu’une population cellulaire enrichie en CD 14+ avait une efficacité de différenciation 
ostéoclastique supérieure qu’une population contenant à la fois des monocytes et des 
lymphocytes (Nose, Yamazaki et al. 2008). D’un autre côté, une technique semblable à la 
nôtre a été détaillée dans la littérature (Hirayama, Danks et al. 2002), en plus de donner des 
résultats fiables dans un projet connexe de notre laboratoire (Durand, Boire et al. 2011). 
Néanmoins, il aurait pu être intéressant de purifier les monocytes chez quelques donneurs 
avant de les mettre en culture afin de vérifier s’il existe une différence significative entre 
les deux approches. En observant nos résultats, l ’adalimumab semble avoir un effet 
inhibiteur sur l’ostéoclastogénèse et la résorption osseuse in vitro, sans toutefois affecter les 
précurseurs ostéoclastiques. Ces résultats peuvent sembler controversés étant donné qu’il 
est généralement accepté dans la littérature que les effets du TNF-a sur l’ostéoclastogénèse 
et la résorption osseuse sont principalement causés par l’augmentation du nombre de 
précurseurs circulants. En effet, il a été démontré que cette cytokine augmente le nombre de 
précurseurs ostéoclastiques in vivo et in vitro chez la souris en augmentant l ’expression du 
récepteur c-fms à leur surface, favorisant ainsi leur prolifération et leur différenciation en 
ostéoclastes matures dans la moelle (Yao, Li et al. 2006). De plus, il a été démontré que le 
TNF-a promeut l ’ostéoclastogénèse et la résorption osseuse à la fois in vivo et in vitro chez
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la souris via l’augmentation de la prolifération et de la différenciation des précurseurs 
ostéoclastiques et que ces phénomènes peuvent être renversés par l’ajout d’un inhibiteur du 
TNF-a (Kitazawa, Kimble et al. 1994). Finalement, une étude a confirmé ces résultats chez 
l’humain en observant que les patients atteints de polyarthrite rhumatoïde avaient un 
nombre élevé de pré-ostéoclastes dans leur population de cellules mononucléées provenant 
du sang périphérique comparativement aux contrôles, et que cette augmentation peut être 
renversée par le traitement avec un agent anti-TNF-a. Ceci suggère donc un mécanisme 
dominant par lequel ces agents diminuent les érosions osseuses articulaires chez les patients 
atteints de polyarthrite rhumatoïde (Ritchlin, Haas-Smith et al. 2003). Ainsi, avec ces 
informations, on aurait pu s’attendre à ce que l’adalimumab entraîne également une 
diminution pour le nombre de précurseurs ostéoclastiques dans notre cohorte. Cependant, il 
ne faut pas perdre de vue qu’aucun des résultats observés pour ces issues sont 
statistiquement significatifs. Ceci est vraisemblablement dû à un manque de puissance de 
l’étude, une conséquence de la variance du paramètre primaire (nombre d’ostéoclastes 
générés in vitro) dans la présente cohorte qui s’avère beaucoup plus élevée que celle 
calculée à partir des données initiales obtenues avec un groupe de 51 donneurs sains. Dans 
cette dernière cohorte, la moyenne et écart-type étaient de 601,1 ± 156,8 ostéoclastes/puits. 
Après avoir effectué le calcul approprié à l’aide de ces valeurs, l’échantillon requis pour 
détecter une différence de 100 ostéoclastes/puits entre les visites était de 25 patients. 
Cependant, la moyenne et écart-type de la présente cohorte sont de 351,04 ± 500,80 
ostéoclastes/puits. Il va sans dire que cette variance est beaucoup plus élevée que celle 
précédemment observée. Avec cette valeur, nous calculons maintenant qu’environ 120 
patients devraient être recrutés afin d’observer une différence significative d’au moins 100 
ostéoclastes/puits entre les médianes avec un niveau de signification de 5% (a = 0,05) et 
une puissance de 80%. Il est évident que nous sommes présentement loin de ce nombre de 
patients requis, mais il est important de souligner que cela ne pouvait être anticipé au 
moment où l’étude a été planifiée et que nous nous attendions pas à une variance aussi 
élevée dans un groupe de patients atteints de polyarthrite rhumatoïde.
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L’objectif secondaire de cette étude était de déterminer les effets cliniques d’une 
thérapie avec l’adalimumab. Pour ce faire, à chacune des visites (inclusion, 3 mois et 6 
mois après traitement), le médecin traitant procédait à l’estimation du score DAS28, qui 
permet de calculer l’indice d’activité de la maladie en se basant sur l’évaluation de 28 
articulations différentes. De plus, le patient remplissait de façon autonome le questionnaire 
HAQ en cochant le niveau de difficulté ressenti dans l’accomplissement de diverses tâches 
quotidiennes, ce qui permet de déterminer le statut fonctionnel de sa maladie. La thérapie 
avec l’adalimumab a diminué de façon significative les scores DAS28 et HAQ chez nos 
patients, avec 40% de nos patients en rémission (DAS28 < 2,6) après seulement 6 mois de 
traitement. Ces observations concordent avec ce qui a été maintes fois rapporté dans la 
littérature pour de plus grandes cohortes. En effet, une étude menée sur 619 patients qui 
recevaient de l’adalimumab ou un placebo pendant une période de 52 semaines a permis 
d’observer une diminution significative du score HAQ chez les patients traités avec l’agent 
anti-TNF-a comparativement à ceux traités avec le placebo (Keystone, Kavanaugh et al. 
2004). De plus, dans une étude clinique de phase III, 544 patients atteints de la polyarthrite 
rhumatoïde ont été recrutés et aléatoirement assignés à une thérapie avec l’adalimumab ou 
le placebo. Après 26 semaines, cette étude a permis de confirmer l’efficacité de cet agent 
thérapeutique à l’aide de divers outils d’évaluation clinique, dont les scores DAS28 et 
HAQ, qui ont tous deux diminués de façon significative suite à l’intervention (van de Putte, 
Atkins et al. 2004). Ainsi, les résultats observés confirment une fois de plus l’efficacité de 
la thérapie anti-TNF-a pour améliorer l’activité de la maladie et la qualité de vie des 
patients atteints de la polyarthrite rhumatoïde, et ce, sur une bien plus petite cohorte.
Récemment, notre équipe de recherche a publié des résultats suggérant que la 
capacité de produire un nombre élevé ou bas d’ostéoclastes in vitro, utilisant le même 
protocole expérimental dans une population de donneurs sains, semble être un paramètre 
stable dans le temps. Nous avons également démontré que les patients atteints de la 
polyarthrite rhumatoïde génèrent un nombre plus élevé d’ostéoclastes in vitro, phénomène 
causé principalement par un nombre plus élevé de précurseurs ostéoclastiques et une 
diminution de l ’apoptose chez les ostéoclastes matures (Durand, Boire et al. 2011). Ces
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résultats ont mené à l’hypothèse que le paramètre de haut ou bas différenciateur pourrait 
être un marqueur de la sévérité de la maladie, qui est présentement évalué dans un 
protocole de recherche différent. Ainsi, dans la présente étude, nous avons déterminé si le 
statut initial de haut ou bas différenciateur, défini comme ayant un nombre d’ostéoclastes 
générés in vitro plus ou moins élevé que la médiane de la population de donneurs sains 
(348 ostéoclastes/puits), avant le traitement avec l’adalimumab, pourrait corréler avec la 
réponse au traitement à 3 et 6 mois. Dans les deux groupes, tel que démontré par le score 
DAS28, la réponse au traitement est significative comparativement à la visite d ’inclusion, 
sans toutefois être différente entre les groupes de hauts et bas différenciateurs. Ainsi, ce 
marqueur de la sévérité de la polyarthrite rhumatoïde ne permet pas de prédire la réponse 
clinique dans cette cohorte.
Par la suite, toujours dans le but d’établir une association entre le nombre 
d’ostéoclastes générés in vitro et la réponse au traitement avec l’adalimumab, nous avons 
évalué la différence entre le nombre d’ostéoclastes/puits aux visites d’inclusion et 6 mois 
après le traitement, ainsi que la différence entre les score DAS28 et HAQ aux visites 
d’inclusion et 6 mois. Fait intéressant, il est possible d’observer une association entre la 
réponse clinique et le nombre d’ostéoclastes générés in vitro, plus particulièrement pour le 
questionnaire HAQ, avec une régression statistiquement significative. Cependant, même si 
l’association observée pour le score DAS28 n’atteint pas le seuil de signification statistique, 
nous pouvons observer la même tendance. Ainsi, ces résultats suggèrent qu’une diminution 
du nombre d ’ostéoclastes générés in vitro est associée à une meilleure réponse clinique 
dans cette cohorte. Ces résultats sont tout à fait plausibles si l ’on considère que les érosions 
osseuses articulaires observées dans la polyarthrite rhumatoïde sont causées principalement 
par les ostéoclastes. Or, étant donné que l’adalimumab semble avoir un effet inhibiteur sur 
le nombre d’ostéoclastes générés in vitro, il semble approprié de penser qu’un nombre 
moins élevé d’ostéoclastes causera moins de dommages articulaires, ce qui se traduira par 
une meilleure réponse clinique. D’ailleurs, les agents anti-TNF-a sont réputés pour réduire 
significativement la progression des dommages articulaires radiographiques chez les 
patients atteints de la polyarthrite rhumatoïde, ce qui se traduit par un indice d’activité et un
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statut fonctionnel de la maladie moins importants après l ’adoption d’une telle approche 
thérapeutique (Hoff, Kvien et al. 2009).
Finalement, le dernier objectif visé par cette étude était de déterminer l’impact de 
l’ajout d’adalimumab exogène sur la différenciation et l’activité des ostéoclastes in vitro. 
Pour ce faire, parallèlement aux autres expériences de culture cellulaire précédemment 
décrites, de l’adalimumab à une concentration similaire à celle observée in vivo était ajouté 
directement au milieu de culture. Les résultats observés démontrent que l’ajout 
d’adalimumab exogène ne semble pas avoir d’effet sur le nombre d’ostéoclastes formés ni 
sur la résorption osseuse, ce qui ne concorde pas tout à fait avec notre hypothèse de départ. 
En effet, étant donné les effets connus du TNF-a et de ses inhibiteurs, on aurait pu 
s’attendre à ce que l’ajout d’adalimumab exogène diminue de façon significative le nombre 
d’ostéoclastes générés in vitro ainsi que leur activité de résorption. Une première 
explication pourrait être le manque de puissance de l’étude, précédemment discuté. 
Cependant, cela pourrait également être expliqué par le fait que notre modèle expérimental 
d’ostéoclastogénèse in vitro dépend principalement du RANKL et du M-CSF ajouté au 
milieu de culture, et que le TNF-a joue un rôle de moindre importance dans le présent 
mécanisme. Néanmoins, il est important de noter que ces résultats s’appliquent uniquement 
à notre modèle expérimental, et que cela n’exclut en aucun cas le rôle direct du TNF-a sur 
les ostéoclastes et les précurseurs ostéoclastiques in vivo. Par ailleurs, une étude avec le 
même modèle expérimental d’ostéoclastogénèse in vitro a été précédemment réalisée, à 
l’exception que l’agent anti-TNF-a utilisé était l’infliximab. Étonnamment, cette équipe de 
recherche a observé que l’infliximab ajouté de façon exogène augmente le nombre 
d’ostéoclastes générés in vitro ainsi que leur activité de résorption, suggérant que cet agent 
thérapeutique agit directement sur les précurseurs ostéoclastiques circulants pour affecter 
les étapes précoces de la différenciation ostéoclastique plutôt que sur l’activation des 
ostéoclastes matures (Takita, Fujikawa et al. 2005).
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En conclusion, cette étude possède, à notre avis, un devis expérimental unique et 
efficace pour évaluer l’effet d’une thérapie anti-TNF-a sur le nombre de précurseurs 
ostéoclastiques dans le sang périphérique des patients atteints de la polyarthrite rhumatoïde, 
sur l’ostéoclastogénèse in vitro, ainsi que la résorption osseuse avant et pendant le 
traitement. Cependant, elle n’a, pour l’instant, malheureusement pas permis de démontrer 
que le traitement avec l’adalimumab pendant 6 mois avait un effet sur ces issus primaires. 
De plus, l’addition d’adalimumab exogène au milieu de culture ne semble pas avoir d’effet 
sur ces paramètres. Cependant, nous avons observé une diminution significative de l’indice 
d’activité de la maladie ainsi que du statut fonctionnel des patients. Egalement, la 
diminution du nombre d’ostéoclastes générés in vitro semble associée à une meilleure 
réponse clinique chez les patients avec la polyarthrite rhumatoïde. Etant donné le manque 
de puissance de l’étude, il va sans dire que la première étape à la continuation de ce projet 
de recherche est le recrutement d’un nombre supérieur de patients afin d’atteindre la 
puissance nécessaire pour détecter une différence significative du nombre d’ostéoclastes 
générés in vitro entre les visites. Dans un deuxième temps, il pourrait être intéressant de 
quantifier l’expression des récepteurs RANK sur les précurseurs ostéoclastiques et de 
corréler les résultats obtenus avec les niveaux de TNF-a in vivo afin d’élucider plus 
précisément les mécanismes d’action des agents anti-TNF-a impliqués.
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